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i -akaa actuală a biologiei gi biochimiel depinde, Tatre. i 
9.müsurk însemnată de elacorarea şi utilizarea mior noi metode EH 
de investigație. biochinică. a fiecare an. eregtenumlürul. diferi- RT. 
telor metode fizice, fizico-chimice gi chimice de analisă care. Mon 
dobfndesc importanţă. si. LJ Tüspindire tot mai mere în studiul . 
„proceselor biochimice. caracteristice organismelor animale, vege- 
tale gi microorganismelor.In acelaşi timp se perfecţionează ace- 

le metode care deja de mult timp se folosesc în laboratoarele de 
_biochinie.Obţinerea: unor rezultate ştiinţifice. remarcabile poate 
deveni o stare de fapt numai dacă se. cunosce principiile ,teoreti- 
ET gi metodologia noilor tehnici experimentale tot mai Gómplica- i 
te gi dacă specialigtii posedă deprinderile practice necesare 

b „exploatării aparaturii reclamate de aceste tehnici. 

„In legătură cu cele de mai 8u8,50 impunea cerința Wikia- 
tk de a se elabora un nou manual de. lucrări practice de biochi- 
mie,care să cuprindă cele mai eficiente gi apecifice. metode în- 

. trebuințate în cercetarea biochimică, . T 

Intructt manualul de lucrări practice se drisi în primul 

. Tînd studenţilor, prezentarea metodelor pe care le conţine nu. con= 
stituie o simplă descriere,ci ele se expun pe baza experienţei 
generată de cei peste 20 de ani de activitate didaetică gi ştiin- 
tifică a autorilor. Aceştia s-au străduit să acorde atenţia cuve- 
nită dezvoltării la studenţi a capacităţii pentru activitatea | 
. individual. In asenenea scopuri, fiecare metodă din ' "Practicum de 

biochimie generală” este concepută după un plan care include as- 
;peetele teoretice: necesare pentru înțelegerea experimentului, ne- 

È canismul reacțiilor chimice studiate, prepararea reactivilor,teh- 
nica de lucru,discuţia rezultatelor obţinute în experiențele 
"efectuate, acoentutndu-se permanent. valoarea practică a determină- ` 
„rii diferiților. indicatori biochimici în procesele de producţie, 
-pentru controlul calităţii: produselor,přecizarsa diagnosticului 
numeroaselor maladii ete, i 

Prin speetrul problematioii abordate, prezentul îndrumător 

ride luerkri practice eate destinat studenţilor din anui al II-lea . 


ez. 


de la facultatea de biologie. Insă el poate fi recomandat ji stu- 
denjilor biologi din anii mai mari,studentilor facultăţii de me- 
dicină sau facultăţii de agronoaie doctoranzilor, cercetătorilor 
„gi tuturor celor cu preocupări în domeniul biochimiei. | 
Elaborinăd "Practicum de biochimia generală” autorii au foat 
animati de ideea de a oferi "un omagiu tovarígei prof. dr.Elisabeta 

Váscáutanu care a organizat şi condus, primele lucrări practice 
Qe biochimie cu studenţii biologi în universitatea iegeană, 

Tinem. şi pe această cale să exprinăm recunoştinţa noastră 
profundi tovarăşului prof, dredoc,g3t.Leonid Ababei(Institutul. de 
Medicin gi Farmacie, Iagi),tovarágei. prof. dr.ing.Ionela Popescu. 
(Institutul. Agronomic Iaşi) gi tovarăgului conf.dr.Alexandru 
Nacu(Institutul Politehnic Iagi) pentru referatul de analiză asu- 
pra lucrării gi pentru observaţiile constructive gi sugestiile 
prețioase făcute cu privire la conţinutul ei, 
Pentru toate aprecierile gi propunerile menite să ducă la 
. îmbunătăţirea unei noi ediţii a acestei lucrări,autorii mulțumesc 
anticipat cititorilor, | | 


/SEQURITATEA MUNCII m LABORATORUL DE BIOCHIMIE 


„In lehoratoafele ce bioeninie; adtivitatea este. ta gene- 
pal ferită de accidente, în cazul cînd se lucrează atent şi corect. 
 Accidentele pot surveni pnr neglijenţa celor care 1ucreazăi. Acestea 
pot fi: ] 
a)intozicaţii, datorate pătronderii unor substenţe. toxice 
, în organism pe. calea cuero respirator, re tubul Ema zale , 
sau prin piele. "d 
Intoxicajiile pot fí. acute; atunci etnà toxioul pătrunde | 
într-un timp scurt gi în cantitate ce depligegte doza limiti, sau 
. cronice, prin acumularea unor doze mici gi repetate în timp. 
b)arsuri produse, fie prin contact termic, fie cu substanțe 
cauatice (NaOH, KOH) sau acizi ; 
c)traeumatísme: provocate de explozii (de batelii, de vase 
sub presione), tăieturi cu sticlă sau loviri ; 
d)electrocutări ce survin la minuirea defectuoasă a apara- 
telor avînd. o izolare Er er sau fără a E legate la pă- 
mint ; 
l e)boli tanin abia, datorită inghigirii sau inhalkrii 


'  produselor infectate sau prin contact ; 


t )muşcături de animale de laborator (obstant sareei, 
„ete. ) i 

g)iradiere ca izotopi radioactivi. 

Tinfnd cont de acestea gi de faptul că studenţii din anul 
II iau pentru prima dată contact cu un laborator de biochimie, am 
- considerat necesară prezentarea unor norme de protecţia muncii 
după. cun urmează : CAA , d 


I.Or ganizar da controlul activităţii i de 
laborator cu studen entii 


Conducătorul laboratorului are sarcina de a instrui gi de - 
a examina periodic, întregul personal al laboratorului asupra nor-. 
melor de tehnica securităţii muncii, de a verifica respectarea in- 
structiunilor, de a propune sancţiuni în caz de nerespectare a a- 
cestora gi de a supraveghea îndeaproape desfăşurarea activități- 
lor în locurile pericvloase.De asemenea are sarcina de a scmnala 
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| deficienele din. panet de. vedere al anii dară muncii 9e. nu au 
poate rezolva: ca forţe proprii, - de a se îngriji. de completarea : 

"trusei de prim ajutor ou medicamentele gi. pansamentele necesare. 
d | : Păstrarea. .ordinii|gi. disoiplinii non o problenă e- 
senjialü a protecției. muncii, | LA 
Intinte de începerea lucrolui. ja 4 e. i daiatiiegie: de. labora- 

tor se va: elabora de către: conducătorul de lucrkri Rosie 
i lucrn pentru fiecare loc de. muncă în' parte. 

Se interzice în mod categoric lucrul fără esmpletasen fige 
de protecţia. muncii semnată ei cdi ia în ii asiani colec- 
“tiv, . 
La E pacii jwertrine, conduolterul laboratorulai este 
obligat să verifice D. 

dacă: sînt închise cenduotele a, gas. et. Pibibetets de api; 
“dacă sînt atinse becurile de gas, de luminü electrică, pro- 
cum gi celelalte aparate eleotrice sau cu foc $ 
à -dacă sint închise bine buteliile cu. gaze ;. 
tack Segui este în bună stare de: fusejteiare- | 2 


„ Hadmensisres si datarea laboretenrelor 
c .é£mdiigesraüue coo 


Laboratoarele trebuie să fie situate pasa spaţiu. liniştit, 
prevăzut cu instalaţii. utilitare energie electrică, gaze, apă, ca-. 
nalizare ) care să. „permită ra ceda atit citez, de laborator `` 
-în condiții optime. i $ 

Ferestrele trebuie să fie gari, mă. ae poată : face ventilajia 
la. nevoie, în cel mai scurt timp,- 

: Qulcarele trebuie să fie Metti de daegi pentru à a permi- 
te deplasarea. gi circulatia Cürucioarelor.Se interzice bsec 
materialelor gi executarea operaţiilor: pe culoare. ' 

Rețeaua de gaze a laboratorului trebuie să aibă un ventil 
central, care să ME. oprirea gazelor „Pentru întreg laboratorul; 


B.Yentilajia si conditionarea aerului 


Dare: a evita recircularea aerului viciat este necesară 


 aâmănia aerului din exterior. Instalaţia de ventilaţie cu caracter 


general cu refulare do aor gi de absorbţia aerului viciat din încă- 
peri,- va f separati de instalația, de. ventilaţie pentru nige. 
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. Bate necesar ca fr fiecare laoretor să re găsească nige t 
prevăzute cu instalație de gas, apă gi scurgere, cu o bunk venti- 
laţie, fiind menjinute în: bună stare de funcţionare, | 

Toate lucrările în. care ae folosesc substanţe deosebit de 
toxice se vor executa numai sub nige.Nu se admite sí sc lucreze 
„cu lichide. inflamabile sub nige ce au au ventilajia: bună. 

Nu este admis să se încarce niga cu vase, aparate gi uti- 
-. laje de laborator, în afară de cele ce sînt necesare la efectua- 

. rea lucrürii respective, In nise se va Bistra tot timpul ordinea 
gi curăţenia. 


| C. Amenajări, interioare 
Mesele de laborator vor fi construite din material anti- — 
acid gi vor fi prevăzute cu toate anexele necesare (apă, scurgere, 
gaze, curent electric). Anexele neselor de laborator vor fi dispuse 
" în aga fel, încît să uşguraze cft mai malt nunca we CNN 
în „general fixate în faţa lor. 


. III. Tehnica ca de dara. 
l.generelititi 
Inainte de începerea: lucrărilor se aranjează ţizuta de lu- 
, Cru (halat, mănugi, ochelari de protecţie eto.) gi se agasi în ore 
dine pe masa de lucru toate materialele de care eate nevoie.Nu so 
recomandă a se pune pe masa de laborator obiecte sau substanţe: ne- 
. folosite în. cadrul lucrărilor de zi. | 
Lucrările practice de laborator trebuie să fie executata . 
numai cu cantităţile gi concentrațiile de substanţe. strict necesa- 
re, precis cîntărite: sau măsurate, cu respectarea condiţiilor ine — 


dicate în referatele de specialitate puse la dispoziţia studenți- 


lor. 

Inainte. de punerea în. exploatare - a unei instalaţii de Tis 
borator sau începerea lucrului la un un aparat,studentul trebuie să 
prezinte. osdrului didactic îndrumător de laborator,principiul gi 
modul de funcţionare a instalaţiei sau aparatului, verificîndu-se 
astfel corectitudinea. conexiunilor . efectuate şi cunoaşterea de 
către student a ordinii operaţiilor. ce se vor exacuta. 

Nu este permis ca sticlele cu soluţii gi reactivi să fie 
lăsate“ deschise pe mese, 'sau aŭ sa schimbe dorurile de la. un vas 


2 6 - 


Im altul.Fiecare sticlă va p purta o etichetă pe caro va ti trecută | 
ecarect formula substanţei conţinute. Cînd se toarnă reactivi din 
“sticle, nu trebuie să se prelingă peste etichete, distrugindusle 
şi fücfnd în felul acesta greu de citit numele reactivului., 

Lucrările vor fi executate numai în vase perfect curate, 
iar înainte de. plecarea din laborator, se spală şi se pun în ordi- 
ne: vasele cu care s-a lucrat,. nelăsînău-se materialul folosit pe . 
nese, gi nepunfndu-l în alt loc decft acela de unde . a fost luat. . 
Pot fi lăsate pe mese numai aparatele care urmează să fie folo- . 
site în ziua următoare; 

. Este interzisă gustarea piata ae gi a. eolujillor cu 
care se lucrează precun gi mirosirea lor fără precauţie.In cazul | 
 smbstanjelor torice volatile, vasul se ţine la distanţă, iar vapo- 
Tii care se degajă se apropie de nări prin migcarea nfinii. 

“In timpul desfăgurării “lucrărilor nu este permisă apleca- : 
. ren asupra vasului în care s-a turnat sau fierbe un lichid oare- 
"care, de asemenea nu este permisă înclinarea vasului: respectiv 
spre manipulant. 

Pipetarea soluțiilor iá substanțe tozi ce gi a lisbidelor 
infestate se face cu pipete prevăzute cu bulă de siguranţă gi. 
obligatoriu cu para de cauciuc pentru aspirafie. 

După utilizare, toate ustensilele gi resturile de produ- 
se vor fi sterilizate la etuvă sau autoclav gi numai după aceea 
vor fi — respectiv aruncate. 


die Manipularea iiec isi 


Vasele.|de sticlă utilizate la deterninările practice nu 
trebuie să prezinte zgirieturi, plesnituri, bule de. aer incluse 
în masa sticlei sau alte defecţiuni. Incălzirea lor se face trep- . 
tat„fie pe băi (de apă,de ulei,nisip),fie pe site de metal prevá- 
zute cu placă de azbest pe. toată porţiunea de contact între sită 
„gi vasul de sticlă.Aparatura pusă la încălzit trebuiegte supeave- 
: gheatá perzanent pe toată durata încălzirii. 

Ustensilele fierbinţi se apucă după caz,cu o ctrpă uscată, 
cu un cleşte de Yemn sau metalic.Ele trebuie ferite de goc termic; 
“în acest scop. nu se vor ageza pe locuri reci sau umete, nu se vor 
turna lichide reci în interior. 


= m — -m —— —— M —MÀ - Set a m a a 


Manipularea d ispozitivelor de încălzise i 

p majoritatea laboratoarelor folosesc maro zii ni 
cu gaze naturale, pentru a evita accidentele trebuie respectate 
instrucfiunile de manipulare, Pentru a aprinde. flacăra de gaz, se 
aprinde întti chibritul in dreptul orificiului ce iegire a gazului 
apoi, se deschide: “treptat. robinetul de gaz. Dacă b^cul de gaz se 
aprinde 1n interior, se închide imediat. „robinetul % la conducta 
de gaz. i mM 
| Este interzisă aprinderea mini de gaz cu. bucățele de . 
hîrtie răsucită, plimbate de la o masă de lucru la alta. 

Nu se lasă niciodată becuri de. gaz aprinse nesupravegheate. 
Intotdeauna, fnainte de a părăsi laboratorul se controlează gazul. 


4. Manipularea aparatelor de laborator cu 
acţionare electrică 


Aparatele cu acţionare electrică trebuie montate gi exploa- 
tate în aga fel, încît să fie prevenite electrocutările, arsurile, . 
incendiile gi exploziile. 

Aparatele de încălzire electrică quero epi elec- 
trice)trebuie agezate pe mese protejate cu tablă de oţel gi acope- 
rite cu foi de azbest. Ele vor fi conectate la o priză de pămînt 
pentru evitarea electrocutárilor. 

Nu este admisă legarea mai multor aparate electrice la o 
singură priză sau legarea în absenţa figei, 

Aparatele la care se observă acîntei sau care prezintă 
scurteircuite.nu vor fi utilizate decit după renedierea defecţiunii, 
Conectarea aparatelor electrice la reţea se ya face respec- 
ind riguros condiţiile de voltaj indicate pe aparatul respectiv, 

Instalaţiile electrice, precum gi aparatole electrice din 
laborator nu trebuiesc manipulate cu mîna umedă. 

să La terminarea lucrărilor se scoate din priză aparatura 
electrică, nu se lasă în priză decft aparatura electrică speciauă 
(termostat frigider) + 


5. Manipularea substanțelor toxice, caustice . 
gi inflamabile - 


Majoritatea accidentelor pot surveni la manipularea inco- 
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.recth a dida ehinics(resetivilor). corosive aeos infia 
mabile sau explosibile.Aşa de exemplu deosebit de corosive sint; 


D 
- 


LES 
LEM 


nuc 
ha 


soluţiile concentrate de NaOH gi KOH, soluţia concentrată de 3X 
' niac, acizii concentrați (acidul clorhidric, acidul sulfurie,aci- Es 


E azotic), perhidrolul, bromul : 23. SES 
. Cînd se lucrează eu acizi concentrati, subsiante coroesive, 


R manipularea lọr se face numai. „gub nigü utilizind Dai P 


ochelari de protecţie, 

Ia. diluarea acidului sulfuric concentrat ae toarnă acidul 3 
în apă gi nu invers, Încet: sub agitare,utilizînd vase rezistente 
la şocuri termice, reacţia fiind puternic exotermă. 

Soluţia de amoniac, acidul clorhidric gi. azotic concentrat, 
se vor turna numai sub continua ventilaţie a aerului. X 

păi: deosebită atenţie 80 cere la manipularea bromului. a 
acest caz experienţele se execută sub nigă. Ochii gi. mtinile se. 
vor feri de vaporii de broa prin: utilizarea ochelarilor, respectiv 
a mănugilor de protecție. La turnare, se va scoate. foarte atent. pi- 


, cătura din.gîtul flaconului pe marginea vasului, deoarece bromul 


. se prelinge uşor pe sticlă si poao, provoca arsuri pe — care 
se vindecă foarte greu. 


“Unii solvenţi organici ta aa o actione. nareotică gi to 


„xică, ca,de exemplu, cloroformul, eterul etilicjaljii sânt toxici: 
ai atngelui ca. Mere gi omologii săi „dereglatori ai sistemului 
nervos ca de exemplu alcoolul metilio sau ai metabolismului cum i 
sînt hidrocarburile clorurate ;alţii sînt deosebit de. volatili 
gi prezintă pericol de înflanabilitate (eterul etilic,eterul de. 
petrol,benzenul).Din aceste motive se. cere o epave atenţie: | 
la manipularea acestor lichide, ^H 
Nu se vor plistra 1n vase. de sticlă, cantităţi de lichide 
 inflamabile mai mari de un litru ; încălzirea lor în laborator se: 
face în mod curent în vase. E el în. cantităţi pînă la 5. litri. 
Dacă din fntfnplare se varsă o cantitate oarecare ae lichid: 

inflamabil, se sting imediat toate becurile,se întrerup încălzitoa- 
rele electrice, 8e închid ugile şi se deschid ferestrelelichidul 
* vărsat se vá gterge cu o oirpá, iar. apoi prin stoarcere se colec- 
^ tează fntredn balon eu dop. 

` ~ In dazul aprinderii unui 1ienia | dnfinsabii, în linigte, 
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füPÁ panică trebuie întti să se stingă becurile, să. se acopere 
flacăra cu o pătură sau cu nisip ; concomitent cu operaţiile de : 
stingere se scot din încăpere toate vasele cu substanţe inflana= 
bile Dacă flacăra nu ne stinge,se cheamă ponpierii, ananţîndu=i 
decla început ce substanţe anume au luat foc.Inainte de începerea 
operaţiilor de stingere,dacă sînt aparate elsctrice racordate la 
reţea, se va întrerupe curentul electric. | Mr și 
` Alcoolul şi alte substanțe lichide solubile în apă, se 
pot stinge cu stingătoare cu spună chimică, dioxid de cərbon sau 
tetraclorură de carbon. : | - 
In caz cá se aprinde îmbrăcămintea, este indicat ca per- 
soana să nu alerge gi să se stingă pria învelire cu o pătură, . 
Distrugerea lichidelor inflamabile nerecoperabile, misci- | 
bile cu apa, se face prin aruncare la canal gi amestecarea cu o 
centitate de apă care să asigure o diluare corespunzátosre.Lichi- 
dele inflamabile nemiscibile cu apa sau cu substanţe toxice în - 
conţinut,nu se vor arunca la canal ci se vor împrăştia pe un teren 
.Yiran, 


IV.Măsuri da prim ajutor 
' In caz de accident „personalul. laboratorului, în lipsa 
“unui medic, trebuie să fie capabil să dea celui accidentat ajuto-. 
 rul de urgent. i | | * X e, 
„Astfel, în caz de arsuri ternice, superficiale sau profun- 
de se recomandă pansamente cu alcool 600, In caz de arsuri produse 
de substanţe chimice se spală plaga cu multă apă, după îndepărta- 
rea în prealabil a îmbrăcămintei apoi se va proceda după cum ur- 
: nează : la arsuri produse de acázi se va spăla plaga cu o eoluţie - 
' de bicarbonat de sodiu 2 $ jla arsuri produse de substanţe alcali- 
ne plaga se va spăla cu o soluţie 2 % de acid boric sau acetic, 
plăgile produse de brom se vor spăla cu benzen sau cu soluţie con- 
„centrată de tiosulfat de sodiu.. ST 
Cînd substanţele chimice au pătruns în ochi se va spăla 
şi ochiul cu apă mltă, apoi se vor face spălături cu colir utili- 
zínd un păhăre? special de spălat ochii, 
| In cazul înghiţirii unor acizi puternici. sau baze se vor 
introduce în stonac, substanţe neutralizante : bicarbonat de sodiu 
sau acid acetic.Dacá a survenit intoxicația, acoidentatul va fi scos 
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din încăpere gi va fi culcat într-o cameră aerisitá unde i so fn- 
lătură îmbrăcămintea din jurul toracelui gi gitului spre a-i ugu- 
ra respiraţia. In caz că nu mai respiră, i se va face respirajis 
artificială, de preferinţă gură la dd "x 

In cas da electrocutare se întrerupe, rapid curentul elec-. 
tric gi so scoate ett sai repede accidentatul. din zona respectivă; 
în caz că nu se poate ?ntrerups curentul electric nu se pune af- 
na direct pe accidentat, ci eu ajutorul unor obiecte de imbrück- 
minte uscate. se apucă bolnavul şi i se face respiraţie artificia- 
1M. Bolnavul va fi apoi transportat la » canh 


' Prin posso dbi se înţelege operaţia de separare, datorită 
efectului. forţei centrifuge, a componenților cu. pant apecifice 
` diferite dintr-o suspensie san emulsies ; 
Aparatele cu ajutorul cărora se realizează . RET DE TE 
nuxesc centrifuge. In laboratoarele de: biochimie se folusesc cel 
mai adesea cer.trifugele cu eprubete speciale, care se rotesc în. 


E jarai unui ax comun. 


P l.Unele aspecte teorétice ale centrifugării 
Dacá o suspensie de ai tell e se supune centrifugürii fn e- 

prubetele introduse în rotorul fixat pe axil centrifugei, atunci 
particulele cu densitate, formă gi mărime diferită eedinenteazü cu 
viteze variate. | 

"Viteza de scdinentare a unei particule depinde de acceleraţia 
_centrifugă! (a c£?) care oste direct proporțională cu viteza unghiu- 
lar de rotaţie a rotorului ((o,în vun i gi distanţa nori 
de axa rotorului (r, 1n em) P 


agp tO oro | Q.1) 


Intructt o "€ rotaţie a rotorului reprezintă 25] radiani, vite- 
w: "Pene ca rotorului în ick, x pe minut (U, rot./min,)se poate 
"scrie astfel : 


cra ME. - 


iar acceleraţia centrifugi va fi egală c eu: 
à pue a. 2) 
5600 - 

Valoarea accelerației centrifuge PAL cu ajutorul 
formulei (1.2) nu permite caracterizarea în mod comparabil şi re- 
. productibil a condiţiilor de centrifugare , lucru deosebit de impor- 

tant. atît pentru constructor cît nai ales pentru cercetătorul din 
. laborator. 

In. prezent, sedi Lira centrifugá se uri ce multiplu al 
accelerației gravitaționale (g =980 cm/sec? ) gi se numegte acce- 
` Zeraţie centrifugă relativă (G),deci : i 
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sau: z G21,11.107 5.5.0? — cs 2 

, Qonădiţiile esenţiale ale centrifugării pot fi reproduse şi 
n aitte centrifuge, cu raza rotorului r diferită, dacă se indică: 

şi: ttimpul de oentrifugare.Pe baza ecuajiei (1: 3) Y.P.Dole gi 
pier au alcătuit o nomograră (fig.l. 1», care exprimă de- 
pendemfa între G gi U (viteza de rotaţie a rotorului în rot/min) | 
gi. r((distanta în cm de 1a axa de rotaţie pînă la fundul sau mij- 
. locul eprubetei; după cum centrifuga esté. & eprubete, nobile sau 

fixe); 


a, 


tlem 


PORDAS Do 2 


Fig.1.1.Nomogrană pentru calcularea numărului G 
Pentru deteriinarsa numărului .G pe nomogramá se unegte cu o 
linie dreaptă valoarea razei (r) gi viteza de rotajie.Punctul de 
 intersecjie al acestei drepte cu scara din mijloc dá valoarea 
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căutată a numărului G.Colcama stingă a scării Pata Hh 
ţii din stînga a scării vitezei de rotaţie, cea dreaptă ML 
din dreapta. - i 


| Viteza de sedimentare. a particulelor sferice depinde nu sai 
de acceleraţia centrifugá, dar gi de densitatea gi raza pessian 
lelor gi de vîscozitatea lichidului de suspendare.. 
À La separarea substanțelor dintr-un amestec neosogen este nece- 
^. sar să se ia fa calcul gi astfel de factori ca: densitatea şi vis- 
| cozitatea mediului. . ) 
Viteza de sedimentare a unei macromolecule sau POI pt se — 
exprimă prin aga numitul gosficisat de eat (s). care se de- 
termină cu ajutorul relafioi : 


unde x-distanta de la axa de rotaţie în cm, t-timpul în secunde, 
"t)-viteza unghiulară în radiani/secundă. Ca unitate a coeficientu- 
lui de sedimentare se consideră valoarea egală cu 1.107 A. ds = 
1.10715 sec.Această valoare se numeşte l unitate Svedberg , 
pentru care se foloseşte simbolul S. Coeficientul de sedimentare 
depinde de masa moleculară gi forma particulei,reprezentind o vya- 
doare caracteristică pentru molecula sau structura aacromoleculară 
dată.De obicsi coeficienţii de sedimentare ai. biopolimerilor se 
situiază fn limitoele de la s= 0,25. 10” 15 ec. sau s= 0,25s pînă la 
s= 500.10 “15sec. sau a= 500 S. ' 

Viteza de sedimentare a unei substanțe depinde nu -—— da 
proprietăţile moleculelor ei,dar gi de condiţiile de efectuare a 
experienţei :de densitatea,víscozitatea şi temperatura solventului. 
Pentru a se putea compara coeficienţii de sedimentare ai diferite- 
lor substanţe, se obignuiegte să se raporteze aceşti coeficienţi 
la aşa numitele condiţii standard. Aceste condiţii se îndeplinesc 
dacă centrifugarea se realizează în apă la 20? C. Coeficientul de 
sedimentare raportat la condiţiile standard se desemnează prin 
S20 ,w „Raportarea la condiţiile standard transformă într-un grad. 
zeii nl „coeficienţii de sedimentare din valori variabile în con- 
stante caracteristice pentru specia dată de molecule.Insá mărimile 
constante reale se obţin atunci, cînd se elimină influenţa concen- 
trajiei substanţei dizolvate asupra vitazei de sedimentare, Areasta 
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se realizezá deternminind coeficienjii de sedimentare la concentra- 
pii diferite. ale substanţei,şi pe calea extrapolării grafice. se e- 
fectwează raportarea datelor obţinute la dilujia infinită (la con- 
centrafia zero).Yaloarea obţinută astfel se numeşte con constantă de 
sedimentare - sat gi este apecifică unei molecule. . 

In domeniile biologiei! centrifugarea se citati ad în scop 
preparativ gi analitic. 

Centrif ugarea preparativă consti în izolarea, separarea gi 
purificarea materialului biologic pentru cercetările: biochimice 
ulterioare. Ca ajutorul centrifugării preparative se :pot separa! 
organitele celulare pentru studiul morfologiei, structurii gi 'acti- 
- vitiii lor biologice.AceastÉ metodă se utilizează de asemenea în 

obținerea gi purificarea unor biopolimeri ca acizii mucleici gi 
„Proteinele. 
Centrifugarea analitică are drept scop principal. studiul pro- 
 prietüfilor sedimentajionale ale macromoleculelor biologice gi 
structurilor celulare.In acest caz 'sedinentarea macromoleculelor 
| sau particulelor cercetate se realizează în centrifuge speciale. 
„ca o viteză de rotaţie de 30. 000-70.000 rot,/min. gi cu G avînă 
valori pînă la 500000 B+ Centrifugările la viteze mai mari de 20000 
rot./min. se numesc ultracentrifugări .- 

Ultracentrifugarea analitică pernite determinarea greutăților 
moleculare ale macromoleculelor, verificarea omogenităţii . prepara- 
telor de acizi nucleici, proteine gi virusuri precum gi cercetarea 


schimbărilor conformajionale care au loc fn macromolecule biologi- 
ce. 


1.2. .Centrifurare a preparativă | 
1.2.1. Centrifugarea diferenţială 
Această metodă se bazează pe. diferențele de. sedimentare a par^ 
ticalelor cu dimensiuni gi densitate diferite.Materíalul de sepa- 
rat, de exemplu un omogenat tisular, se centrifughează aplicînd o 
' ercgtere treptată a accelerației, centrifuge, care se alege astfel, 
încît în fiecare etapă pe fundul eprubetei să se depună o anumită 
fracțiune.La sfírgitul fiecărui stadiu, sedimentul (precipitatul). 
“se separă de -lichidul supernatant (centrifugat) şi se spală de d. 
teva ori în scopul. obţinerii unei fracțiuni cît mai pure posibil, 
Contrifugarea diferenţială say fracţionară este una din s 
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| E Tleptndite metode de obtinere a sanii a celulare aia ewe 
ganatele tisulare, 
. Pracţiunile obţinute cu ajutorul centrifugării dizareaţiale 
-— ant abaolut pure gi pentru separarca lor ulterioară se folos 
segte eenirifugarea în gradient de densitate. : 


1.2.2. Centrifugaren în gedient de densitate . 
Pentru. crearea gradientului de densitate a solufiilor se. i 
: utilizează sărurile metalelor grele, de exemplu clorura de ossiu. 
(aa), de asemenea qe de zeharosi, uneori ca x determi- 
nat. 
i Există două variante. ale centrifugării în gradient de dansi- i 
. tate.In cazul gradientului treptat de densitate în. epruveta de. 
centrifugă se:introduc,cu ajutorul pipetelor, cîteva soluţii a 
căror densitate scade succesiv.Apoi pe stratul superior al solu- 
iei cu densitatea cea mai mică, (se agazü proba de cercetat sub 
^ forma unui strat sabţire.Prin centrifugarea eprubetei fiecare ti 
da macromolecule sau particule vor sedimenta de-a lungul &radi 
“tului de densitate cu o viteză caracteristică pentru ele (care 
este determinată în principal de masa capela = mu si vor we. 
zone distincte. 

A. dona variantă a acestei metode se bazează pe gradientul 
liniar de densitate.In majoritatea cazurilor pentru crearea gra- 
dientului liniar de densitate se utilizează un dispozitiv special. 
Acesta este alcătuit din două vase cilindrico,de acelaşi diametru, 
care comwmică între ele la partea inferioară, prin intermediul 
unui tub de sticlă cu 'robinet „Unul din. vase, (vasal de amestecare) 
este prevăzut cu agitator gi are o conducti prin care solujia cur- 
EO în eprudeta de centrifugă, Soluţia cu densitatea mnaxină se intro- 
duce în vasul de amestecrre „iar al doilea vas se, umple cu soluţia 
de densitate minimă. Inălţimea coloanei de soluţie fa cele două va- 
se se stabilegte în asa mod încît presiunea lor nidrostaticá să. 
fie identică, Soluţia cu densitatea mai mare se scurge treptat: dia. 
vasul de amestecare fn eprubeta de centrifugá,acenst soluţie fi- 
ind în acelagi timp înlocuită cu un volum egal ds soluție cu densi-: 
tatea minimă care vine dir al doilea ves. Omogenizarea soluţiei în 
vasul de amestecare este asigurată. prin sgitarea constantă a solu- 
s cu ajutorul agitatorului.Pe lot scurgerii colnjie: fn. i 
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-azü astfel un gradient Jliniar de densitate. 
1 Dacă în.calitate de mediu, cu care se amestecă macremelacu-. 
lele supase eentrifuglrii, sa foloseşte e soluţie 6M de. CCL. 
(alegerea este determinată de.solubilitetea ridicată a. CsCl gi 
i viscozita“ea nică a. soluțiilor ‘ei concemtrate), nu. mai esto necesar 
^. sk se creeze 1n prealabil gradientwe de densitate. In- timpul cen= 
„trifugiării, însăşi CaCl se va setâmenta' (intrucit ionii de cesiu 
posedă o masă mare),invingind forţe d» difuzie. La echilibru, în e-. 
--prubete. se crează un gradient de densitate de: CCl stabil.Macro- 
 moleculele din amestecul cu solujia de. Cal se separă în zone di- 
ferite după densitatea lor, fiecare component fiind localizat ín 
„acea parte E eprubetei, unde densitatea lui este egală cu densita- 
tea soluţiei de CsCl.Acest tip de centrifugare are o putere de re- 
zoluţie foarte. rare s se Rp taie: pentru separarea acizilor 
nucleici, m 
Pozitia diferitelor zone în care se separă amestecul de macro- 

molecule la terminarea centrifuglrii fn gradient de densitate, se 
determină fie cu ajutorul metodei optice, fie analizfnd fracțiuni- 
le colectate prim sifonarea cu atenţie a conţinutului. eprubetei 
"sau prin orificiul ce se execută în fundul eprubetei. 


1.5.Tipuri de de centrifuge. 

In principiu, centrifugele se pot împărți în mai zulte tipuri, 
ce se diferenţiază între ele după particularităţile structurale, P 
modal de funcționare „posibilitatea de. folosire eto. ^ 

La lucrările cu preparate biologice au o largă utilizare cens 
| trifugele cu eprubete ,care sînt de două tipuri : centri eu 
eprubete mobile gi centrifuge cu eprubete fixe(tip unghiular).La 
 centrifugele cu eprubete mobile eprubetelei sînt sespendate de arbo- 
rele centrifugei, de care se deplrteazá în timpul rotirii tinzfnd 
„să ia o poziţie orizontală (fig.1.2.).1n cazul centrifugelor un- 
 &hiulare eprubetele sînt aşezate fix, oblic faţă "€ axa.de elo, 
. de obicei: sub un unghi de 209-559 (fig.1.3) 

După cum s-a subliniat în 1.1, viteza de: sedimentare depinde. À 
de viteza de rotaţie. Centrifugele obisnuite - laborator dau o vi- 
teză maximă de 6000 rot./min. gi 6009) g. 

. Pentru laboratoarele de biochimie sînt absolut necesare ceg- 
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| D———— furt 
2 tri] i e | eben. susp iii ten quiin die 
penaarea căldurii ce apare în urma frecării prin rotirea rotoru- 
lui.La majoritatea acestor centrifuge serpentina de răcire este 
montată în carcasa de protecţie a rotorului. Centrifugele cu răei- 
| re, numite încă supercentrifuge, pot atinge o viteză maximă de 
„25.000 rot./min. gi o accelerație centrifegă relativá pini la 
39.000 g. T 

qm afare centrifugsler descrise s-a reugit să se cametetimecii 
centrifuge cu o turație de 32.000-15.000 rot./min. gi cu 3 pînă la 
Ton eee tinte ca numite gltratentrifuge fat dotate 
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i atit eu. —P' de răcire oft gi eu. initia do | ati? pentra s a | 
evita încălzirea rotorului prin frecarea cu aerul, 


1.5.1.Boguli fundamentale im exploatarea centrifuset: or 


Modul de punere în. funcțiune: a unei centrifuge este detaliat 
în prospectul ce însoţâşte acest aparate | r 
Pentru a asigura o bună şi tnăelungată funcjiomare - a centri- 
| fugelor: se impune respectarea următoarelor: reguli fundamentale £s 
| , 4.Perechile de eprubete împreună cu conţinutul de - centrifugat 
trebuie echilibrate exact. t.Bchilibrarea se face cu lichidul care se 
L centrifughează sau cu apă distilată. Lichidul” se trece. dintr-o epru- " 
 betá în alta cu o pipetă,pînă se obţine echilibrul perfect. Eprube- . 
tele echilibrate cîte două ae introduc în rotor în poziţie sime- 
trică.De obicei volumul! probei are însemnătate pentru analiza ul- 
. +erioară gi centrifugatul nu poate fi diluat. In acest caz fiecare 
eprubetă cu amestecul de centrifugat se echilibrează faţă de o 
eprubetă cu apă. Foarte| comode sînt centrifugele obignuite,prevüzu- 
te cu teci metalice. sau din material plastic, în care se introduc | 
 eprubetele, pentru echilibrare ge aâaugă! cîteva picături de apă di- 
. rect în tecile respective. > 
zi 2.Se interzice punerea „centrifugei în e ale fără capac de 
. protecţie, sau. scoaterea acestuia înainte de oprirea rotorului 
3. Centrifugele cu rotoare de schimb nu trebuie pornite nici- 
odată fără rotorul montat fix pe antrenor. In caz contrar 89 în- 
d doaie sau se rupe arborele elastic. 
` eLa punerea centrifugei în funcţiune trebuie, să se respecte 
imcicaţiile din prospect, gi să nu se depăgească o viteză de rota- 
fie a rotorului. mai mare decît cea prescrisă, chiar dacă. dispozi- 
tivele de pornire ar permite aceasta. 
5.DupÉ terminarea lucrului la centrifugă,se scoate gtekerul 
din peint gi se „curăţă — gi carcasa de protecţie a acestuia. 


Bibliografie :16,50 


2.DIALIZA. 


Dializa. este eepararea unui. amestec de substanțe pe calea 
difuzíiuaii fracţionate: printr-o membrană, sub acţiunea unui presă 
ent de. concentraţie. Crearea în solujie a unui gradient de cencen- 
traţie a substanţei dizolvate,se poate realiza de exemplu, prin 
turnarea cu atenţie a apei distilate deasupra soluţiei apoese de 
 proteiní.In nous situație: moleculele substanţei dizolvate se vor 
deplasa din douepiul ca concentraţia ridicată. (stratul inferior) 
în domeniul cu concentraţia minimă (stratul superior) pînă cind se 
stabileşte un echilibru pentru care aceste molecule se află fn mod. 


_eaal,deci dezordonat, rüspindite în întreg sistoeuul.Migrarea mole- 


 Colelor subatanţei dizolvate sub influenţa gradientului de concen- 
 trajie se numeşte difuziune.In urma difuziunii orice moleculă a 

. substanjei dizolvate, după un timp cunoscut, iile dace. 
L aie iz tun teapa: gage on | 
ug Dialis, em proses de difexiuse, seta omdrisl de prin lege 
a lui Pick, conform căreia cantitatea de substanţă dizolvată ds, 

difuzată în timpul de dialis dt prin aria membranei fj perpendicu- 
lară pe sensul de rÉspfndire a s:bstanjei, Sr PUMP. và. 
 gratientut de concentrație do/dx în acea direcţie : 


one 
. Constanta D se numegte coeficient de ai fuziune. Coeficientul de di- 
fuziune se defineşte ca acea cantitate de substanţă dizolvată ce di- 
fuzenzk într-o secundă printr-o suprafaţă de 1 e^, cind gradientul 
de concentraţie: este egal cu unitatea, Intructt dáfuziunea are loc 
în direcţia concentraţiei mai nici, înainsea părţii men a ecua 
tiei de mai sus se pune semnul minus. 

| Membranele folosite pentru dializă pot fi confactionsate Gin 
colodiu, celofan, nitroceluloz sau. acetilceluloz etc.Poifele gi 
tuburile de celofan constituie unul din materialele cele mti folo- 
site pentru dializă. BE, 

Cel rai simplu diapozitiv. de dializă este sacul de celofan, 

care se obține prin fixarea. unsi foi ţe de celofan de o eprubetă 
cu aţă sau cu inel de cauciuc (fig.2.1).Se umple col mult 2/3 din 


(— Ta timpul dialisei are ioc siii. PM 


din apațiul wmplut en apă pură, în spaţiul. 
Pie: Pr nm o ena pa ae e A 
ză. Ca urmare a acestui fenomen creşte conjiuutul secului sau tubu- 


lui de eelofan şi se dezvoltă o-presiune osmotică ridicată ce poe- 


te duce la spargerea tubului.Presinnes osmotică reprezintă forţa - 
necerar pentru a prereni migcerea osmotică a speis- 

Dacă sacul sau tubul de celofan pu se nişcă, dializa decurge . 
Incat-Vitesa de dializă se uitiis votis met tesi aseno- 


A trench liber apa gi aaleeniale sefnciroate ie substantelor 
simple dizolvate. E "c | a : Ps EH 


Bibdegatla 14,16 


» 


 SOMSURARRA pR-UIUI 


Apa. pură disociază foarte foarte slab puntad în libertate ioni de 
nidrogèn s ieni de hidroxil: VE. ! 


HOH cat eur (3. i) 
-In această ecuaţie apa joacă rolul: de acid, fiind capabilă să —— 
ze protoni. Insă „apa poate funcţiona gi ca oubatanţă capabilă dea 
fixa protoni, adică ca bază, conform reacției : 


ESO « g* E E,0* A (5*2). 


Substanțele care pot avea comportare: de acid gi de bază, în func- 
„ie de partenerul cu care reacţionează se nuneac emfoliti. 
Ionul de hidroniu 0* indică deci hidratarea protonului, care 
mu. poate să existe liber fn soluţii apoase.Din motive de simplifi- 


care în scrierea curentă, protonul hidratat ge su tot în mod sime 


plu, adică prin E*. 
|» Aplicînd legea acfiunii maselor echilibrelui (5.1) se objine 
pentru constanta de — K „relaţia (5.5) : 


„ Ello] 
Bod | 


| Cum —ÀM- (5. 1). este puternice deplasat spre PRÉ gradul de . 
i disociere fiind foarte mic, concentrajia apei [Boa] poate fi conri- 
derată practic constantă,iar expresia (5.5) se va scrie : 
[Lon] > e [no = EP e | 
‘Constanta Ky se aumedte Mudaenl ionie al apei sau constanta de au- 


 ioprotolizá a apei.Pe cale experimental se găsegte, la temperatura - 
de 22? C, pentru constanta de disociere a apei valoarea K=1, 8.10 716. 


| Concentrația sokini e apoi este [i0] = ied = = 55,45 TM —€— 

aceste valori în relația (5.4) se obţine : EE Ls 
E, "[v] [og] = [1o].1,8.20715. 255,45.1,8.10 6.10724 (5.5) 

Ultima relaţie arată că în apa pură iino lonilor- 

gr este egală cu concentrația ionilor OR 

[n*] = [o] = y, = Vao Uu. = 2077 mol/l — (5.6) 


Din motive prastios S.SÓrensen în amal 1909, a propus: sk we 


(3. 2) 


exprime ei: ionilor.H* a fum apeina, introduefad 
' noțiunea bres Mda in acest. Los , 
e poate serie : [H] 10 de nnde se. obține i 
ja[g*]- pda 10 = -pā sau pt = is] -— om 
Deci pH-ul unei soluţii este logaritmul negativ al- concen- 
traţiei ionilor de hidrogen(ionilor de hidroniu) din acea soluţie. 
cu In prézent, t omenie aa a on rs at 
tivitkiii. ionilor a hidrogen : 


- e Pat di ertt * THU eg [3 
Aetivitaten. ienilor de. hidrogen a se. caleuleasă fmanljind eon- ' 
. centrajia. lor reală. copt în ieni-gram/l ca aga momitul coeficient 


ki de. activitate. fyt. 


: - Coeficienjii de PE ANEI aa "m po. valori mei miei. 
. deoft 1.Ia soluţii] diluate, valoarea acestui coeficient este apro- 


." piată de l.In acest caz, activităţile: ionilor sint practic egale 


eu. concentrațiile lor molare.: ` De aceea rapi: em se utilizează 
mai frecvent. 

In mod. asemlicliter. cu expensatal- ionilor de hidrogen, se- đefi~ 
n exponentul. ionilor, de hidroxil t. . 


pog = -1g [087] = -18 eg AN. 
Déoarece in apa pură pă = pOH = 7,rezult& că pH-ul caracteri- 
zeazá neutralitatea.Solujiile cu pie? se numesc soluţii acide,isr 
cele cu a pH»7, bazice. Suna pH-ului gi. pOB-ului este constantă ANS 


pH + poH = -lg E, 9.14 Qo O0) 
Dec. rezultă că pH "-l14-pOH sau pou a 14 -pH 

Reacţiile biochimice se petrec. fa soluţii neutre, slab aciâe 
sau slab. bazice, De valoarea pli-ului depind structura, unele pro- 
prietăți ai activitatea macromoleculelor biologice, prin uürmaro 
funcţiile celulelor vii gi comportarea orgenismelor.De acesa cue 
noagterea pH-ului este de o deosebită importanţă în bioehiaie şi. 
„biologie. A 

Determinarea — M se face astăzi aproape oaie prin me- 
tode potentiiometrice.: 

Metodele potentiometriee se bazeazá pe năeurarea tensiunii 
electromotoare a unei celule electrochini ce compusă dintr-un > 
electrod de măsură (electro? - indicator ? al concentraţiei ionilor 


CET 


de. hidrogen) yi s Miet tà reteriat ca ma iniredne în soio- 
-ġia cu pH-ul necunoscut.. 458 

Potenţialul electrodului indicator este o funcjie determinat S. 
„de pH-ul soluţiei cercetate, iar potențialul electrodului de. Pete 
ring este constant. Á : 

Zlectrodul otanderd pentru toate: mäourärile 4e pă este-eleo- 
rodul de hidrogen. Acest electrod se. compune dintr-o. plăcuţăy sau. 
Sfrmk de platină acoperită cu negru de platină, cutundată parţial 
într-o. soluţie cu activitatea ionilor de hidrogen egală cu unita- 
tea » Prim care se trece hidrogen gazos la presiunea de 1 atmosferă, 

Prin convenție, potențialul electrodului đe hidrogen este conside- | 
rat egal eu sevo la orice- temperatură gi în orice mediu gi consti- 
taie etalonul primar la determinarea potenţialelor. celorlalți 
electrozi: P 

s) Datorită unei serii de greutăţi de ordin tehnic utilizarea 
electrodului de hidrogen chiar în calitate de standară este. Jimi- 
tată, iar în măsurarile de pH apar inconveniente încă mai mari din 
„cauza reacțiilor chimice dintre hidrogenul gazos gi componenţii 
soluţiei de cercetat, Ca urmare, în năsurările curente de pă elec- 
trodul de hidrogen este înlocuit cu alţi electrozi indicatori ai 
„activităţii ionilor de hidrogen, ca de exemplu electrodul de stic-; 
1x, electrodul de -shinhidronă, electrodul de antimoniu.Dintre 
 acegtia, electrodul ds. sticlă este cel mei utilizat Electrodul de 
asticlä este alcătuit dintr-un vas tubular de sticlă ce prezintă ; 
la unul din capete o membrană, de obicei sferică, de sticlă cu o 
compoziţie specială. In interiorul vasului tubular. se află un elec- 
trod de referință intera, introdus într-o soluţie tampon ca un pH 
constant. 

Ca electrozi de referinţă sînt utilizati electrodul de e 
mel, electrodul de argint-cloruri de argint gi în ultimul tiap 
"electrodul de amalgam de taliu-clorură de taliu (I) „Electrodul de 
` calomel are răspîndirea cea mai mare.Electrodul de calomel este 
format din mercur gi calomel TT în soluție: de clorură de 
potasiu, - 

o proprietate deosebită a electrozilor de referinţă este ni ca 
lor tendinţă de polarizare, ceea ce face ca potenţialul acestor 
electrozi să fie foarte stabil gi reproductibil. 

„De obicei, măsurarea potenţiometriră a plí-alui constă în de- 


"a terminarea. inki: electromotoare a. eelulelor electrochimice 
de următorul tip general: . .. POIDS E OEI 
Xleotrod de | euis | tatea a | bini d. 
ir sticlă misura eren" sa- "referinjk | 
Carenţii foarte. slabi care străbat astfel. de. celule. „pot. fi. daregis- 
traţi de instrumente. care posedă o. reziatenţă. mere, deci. eonsuzX 
un curent néfnesemnat în sistem, o putere: mare a. curentului ar Bisan, i 
schimbări în: concentraţia: ionilor, . prin urmare gi. a: :pH-ului In. 
„scopul, amplificării tensiunii electromotoare- au: fost paid mie 
meroase tipuri: de aparate: M tuburi. electronice numite pH-me 
| In general,astizi se “utilizează pe o. scară. mare pH-me m cu 
eviati e sau cu citire d directă care. permit. determinarea. directă 
a. cwm electromotoare gi deci a ;pH-nlui, prin citirea iai. I 
9 lor indicatorului unui instrument. .de măsură etalonat în prealabil, 
. în unităţi Ce pH sau în milivolji. E 
In prezent există numeroase. tipuri de pH-metre: care prezintă 
perfeoţionări ' remarcabile: avînă drept scop cregterea preciziei. gi 
gradului de reproductibilitate: a năsurărilor de pH în cele mai di- 
ferite situaţii din laborator sau din uzină. In laboratoarele din ` 
“vara noastră sînt folosite pH-metrele MV 84 fabricate de firma 
Clanann-Grannert din R.D. G., pH-metrele daneze Radiometer : etc, 
Instalarea, punerea în funcţiune, modul de funcţionare gi. de . 
utilizare. a pH-metrelor ae efectuează „după indicațiile din pros- 
pectul aparatelor respective,De aceea nu se.va descrie amănunţit 
modul de lucru cu pH-netrele, ei. se vor indica numai unele consi- - 
. derente de care. trebuie să se > ţină seama la etalonarea operat 
o gi măsurarea pH-ului PO 
. "Ànsamblul pH-metrului (aparatul. propriu zie) " sistenul de 
electrozi, să „se, afle la — — o care se recomandă să. 
fie temperatura camerei E i. | 
` -Se recomandă ca soluțiile tampon etalon utilizate la etalo- 
narea pH-metrului gi solujiile de măsurat. să. fie ze at la ace- Í 
eagi temperatură. ; : ES 
^ 2Türia ionică gi: pH-ul soluţiilor. tampon - etalon: trebuie să 
fie cît mai apropiate de tăria ionică gi de pH-ul soluţiilor. de - 
măsurat cft gi de al soluţiei tampon din Meriete. electrodului 
de sticlă. 


Fig. 5.1.Vedere generală a p-metzului xy 84 gi pH-METER 26 


-Inainte de introducerea electrozilor în soluţia. tampon. ata- 
leon saù în soluţia de măsurat, ei se —- cu apă distilată wi 88. 
J usucă apoi-cu hîrtie de filtru. i | 
“Manipularea electrozilor, se va face cu atenţie, evitindu- 
se atingerea membranei. aferine a electrodului de sticlă de fundul | 
gi persjii vasului cu soluţie. 


` Bibliografie :9,26,27 
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' 4. FOTOCOLORIMETRIA: SI SPBOPROFOTÓMETRIA |. 


"T iiaii Seda. 


pm etandi sasrgetiól fukieustéM elssioeuki aa atat M di în 
molecule ocupă cele mei. joase nivele de energie. Prin excitație, 
"electronul trece pè un nivel energetic superiors- Trecerea electro- 
mului de pe un nivel energetic pe altul este asociată cu aboorbţia 
„mau emisia unei anumite cantități de energie rediantk (cuantă sau: 
ffoton). In primul: caz se obţine spectru] de abeerbjie, iar fn al 
doilea: caz, Dipan e E ana git a ad a 
Sniper cu. energia radiantá incidenti. 

Variația de energie provocată. de absorbţia sau de emisia de 
 mediagii electromagnetice se exprimă prin relaţia : 

O BaB >E ay, (4.1) 

unde E -energia absorbită sau emisă de sistem ii sau moleculă) ,. 
Æ -energia | inițială a electronului, Ej-energia finală a electroni- 
Aui, h-constenta: lui. Planck, egală cu 6 „63.10 754 ; joule. 5 „Y -frec- . 
E wanta do oscilație în herji.Radiajiile: electromagnetice pot fi ca-. 
 macterizate fie prin lungimea de. undă corespunzătoare, fie prin 
.ffrecvenfa 3 egală cu numărul de vibrajii. în unitatea de timp,fie 
prin numărul de undă j , egal cu numărul lungimilor de undă în uni- 


` tatea. de dm „Toate aceste trei caracteristici se corelează prin 
melaţia : 


x aod (a2 
fn care, iw lungimea de und a radiaţiei, c-viteza de propagare e` 
Jhuminii, egală eu 5.10? m/s gi J -numürul de undă,cm"}, . 
Lungimea de undă,de obicei: se, măsoară în centimetri (cm), na-. 

mometri (nm) sau Éngstróni (à: 14 z10 "lam 210 "Ton 210 "Bom =10” 
i Speetrul reprezintă Spritt între cantitatea. de energie. den. 
morbită sau emisă de sisten gi lungimea de. undă. 

O radiaţie: compusă dintr-o singură lungime | de undă se saibe 
monocromatică Marea majoritate a radiaţiilor: electromagnetice sint 
fins complexe, - conținînd un număr de radiaţii monocromatice , care au. 
“lungimi de undă cuprinse într-un interval foarte vaste 


RD nana E CT tags d NE 
itr Mages Dang fe Mmi de cal Bde seon a ar 


us TQ RE a Rie Ius ZU d. editis rar 
 respunzltoare se folosese curent în laboratorul de biochimie.Ase- 
 menea metode. stat spectrofotometria în vizibil gi ultraviolet. 
„Alătari de aceste metode optice, în studiul detaliat al biomacro- 
“moleculelor gi structurilor subcelulare am güsit o largă utilizare: 
spectrofotometria în infrarogu, anelize prin fluosescenţă. si cheni- 
„ lunâniscenţă, rezonanța electronică de spin gi resonenja. magnetică | 
nucleară, spectrometria de masă etc. l 


4.2. Interactiunea luminii eu substanta 


| Dacă un fascicul de lumină treco printz-en strat de substanță 
. omogen gi de aceeaşi grosime, intensitatea fluxului. luminos si&- 
 begte.Paportul dintre intensitatea luminii care a trecut prin solu- 
die I , si intensitatea luminii incidente 1, se numeşte trememigie H 
PANA cupa AD oi ap aio. i. T epp se, exprimi de obi- 
Ae uctus deser cadi n en bui 


-g dam Dot 20$) 
: 1 | 


Logari taul mărimii | | inverse trenemitenel M" numele boe ex- 


.. tinetie. E eem ehaoctegi A5 


-28- - 


ly Aon tet Ui oa) 
t es da 


due 8e jojoa folosirea termenului. incorect ce "densitate optică? 
. Intensitatea luminii care a. trecat prin substanţă se. nodifi- 
cá conform legii Bouguer-lambert -Beer M 


nw m ata | "7 


unde £ -eoeficientul molar de extinctie, c-concentratia exprimată 
în acli/litru gi l-lungimealdrumului străbătut de lumină prin solu- 
| tie sau grosimea stratului de soluţie, în cn, 
Combinind relaţiile (4.4) gi (4.5). obţinem $ 


E =ccl TA (4. 6) 
Deci extinoţia unei- soluţii este proporţională cu concentraţia sub= 
stantei şi erosion stratului soluţiei absorbante. Din (4.6) avem : 


ge phe Nes (4.7) 


adiol coeficientul molar de. extincţie E reprezintă extincția unei 
soluții avînă concentraţia. de 1 mol/litru (M) „citită într-o cuvă 
de 1 cm (arumul razei de lumină prin soluţie este de 1 cm). Dacă 

masa moleculară a unei substanţe nu se eunoagte ,. se. foloseşte coe- . 
fieientul vb care . corespunde absorbției luminii. de către un ` 


; strat de 1 cn a unei- “soluţii conţintnă 1 % din subatar: ţa analiza- 
tă, Adesea este mai practic să se utilizeze coeficientul mili- 
ard de a a Ca] sau coeficientul micromolar đe extinctie à 

(Ep) e | X 

Coeficientul molar de extincţie reprezintă Q constanti impor- 
. tant a substanţei absorbante, Cunosctndu-se £ şi năsurîndu-se ex- 
tincţia. unei soluţii. într-o cuvă eu grosiriea dată,la o lungime de 
undă corespunzătoare, se poate găsi concentraţia substanţei rea- 
„ peotive în soluţie, | 
„Coeficientul molar de extinoţie variază fn fuüejie de lungi- - 
. mea de „undă. Graficul dependenţei între £ (seu. E) şi lungimea. de 
undă se numegte. cubbă spectrală de a bsorbţie sau, mai puţin exact, 
speotrul de absorbtie al substanţei respective.In curbele spectra- 
Ig se pot. distinga benzi seu maxime de de a soneria care se ete: 


"o = e3 . 


prine aiana intensitate asterniitatăi a. sbenebisei și: dnb» 
E Jumgime de wii. In analizele cantitative este àvantajos ca 
banda de absorbţia să fie cit mai înguetă şi eft mad cure.: | 
VC teal Xo practică mai întti se traseami epocirul de sbeorbgie al 
substanței, după care se aleg benzile de absorbţie adecvate pentru ` 
efectoarea analizei.Apoi se pregitiae o serie de soluţii standard] 


„cu diferite concentraţii ale cubstanţei şi ce coustruiégte gra~ 


ficul dependenţei abaorbţiei lor la mauite lungini de undă.Pe 
"curbele etalon se poate calcula copeentraţia substanţei în solu- 
ţia de cercetat. trasarea curbelor etalon, de noezssem, permite să 
se verifice condiţiile legii |Bouguer-Lerbert-Baer pentru substau- 
ja respectivă. Această loge nu se aplică pintra toate sistemele. 
Intre cauzele abaterilor de la legea Pouguer-Lembsrt-Beer se nună- 
E. : ionizarea probei sub acţiunea: luminii absorbite, pslimerizsrea | 
la concentraţii meri ale substanței, prozenia electrolijílor stri- - 
dă, aehinbarea pă-ului ta solnjia substanței de determinat jLipeal 
caracterului momocrosatie al rediajiel ete. " 

I. legea Douguer-Laabert-Beer se află la bes onor mètode larg 
folosite în matisa cantitativă : *fotoclerimatria gi spastrefoto- < 
: peo E 

: Wii ecepogi chimiei ears eter alab în demandu? vistată, 
pot reacţiona cu alte substanțe dind protaşi c-loraji, a căror 
aaa cei a tai agil annie 


men reacţii de culoare se folosese pentru daterainarea substamije- 


: ler. respectivo ox ajutorul fotosolerisstpisk Lovast metodă d 


deeuns se utilizează ca sursă ĉe energie luzinonaă "lumina, eaim", ŞI] 
deci rediaţiile din aie viriai fără poemele: separare | 


Tai aia m azi i iii 
TE me ru i e TE 
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fotoelectricl sau fotocolorimetre - Oolorimetrele: vizuale oe folo- 
1 mea Ge ae ce în ce zai puţin gi de aceea nu le vom descrie, echeza 
gi modul. de funcţionare. ale acestora güsindu-se în diferite manu-. 
ale de luerüri practice. "me 
„Toata fotoelectrocolorimetrele fonojioneask in general pe. 
| acelengi| principii + £luxul luminos care a străbătut aólujia colo- 
i rată, ilumineazi. stratul sensibil al unei. celule fotoelectrice, 
“care. tranaforaă energia luminoasă în energie electrică. Fotocuren= 
tul care. in nagtere se măsoară ca un galvanometru de sensibilita- 
"te mare. In „cazul unor fotoelectrocolorinetre, . scala galvanometru- 
lui este etalonată in unităţi de extincjie şi tranenitanji. 
. . Celula fotoelectrick (fotoelement) reprezintă dispozitivul în 
care energia luminoasă este convertită în energie electrică. Pon- 
cjionarea fotoelementului se sprijină pe efectul fotoelectric, ca 
re constă în emiterea electronilor din atomii substanţei sub in- 
fluenţa luminii. Intre. intensitatea radiaţiei luminoase gi curen- 
tul fotoelectric dezvoltat de fotoelement. eziută o. -proporjionali- 
tate directk Nee ape 
Pe lîngă folosirea celulelor fotoelectrice, sensibilitatea fo- 
toeleetrocolorimetrelor poate fi mărită prin: măsurarea intensită- 
dii coloraţiei soluţiilor în domenii limitate ale spectrului cu 
ajutorul filtrelor de lumină. „Filtrele de 1 umină sînt medii care au. 
o transmisie ridicată. pentru un domeniu limitat al spectrului. Cale. 
nai răspîndite. sînt filtrele de sticlă colorată, La alegerea filtru- 
lui corespunzător trebuie să se asigure complementari tatea culorii, 
acestuia cu culoarea soluţiei de cercetat (Tabelul 4.1). 
Dintre - fotoeleetrocolorimetrele mai des. int?lnite fn labora- - 
toarele din ţara noastră se numără fotocolorimetrul Lange, colori- 
metrul fotoelectric FEK-M etc. L 


O 4.3.l.l.Qolorimetrul fotoelectric Lange model UX-VIII(fig. 
4.1) Poate fi reprezentat schematic ca în fig.4.2. Cale două fasci- 


cule de lunină emise de sursa. luminoasă 1 (un bec de 6v/15»,alimen- Mi 


tat de 1a reţeaua electrică de 220 v). devin paralele prin interme- 
diul lentilelor 2 gi 3. Intre sursa luminoasă gi lentile. se fixează: 
cu suporturi filtrele optice 14 gi 15.Pasciculele de raze paralele 
atrăbat cuvele 4 gi 5 gi cad pe cele două fotoelemente 6 gi 7, cu- 
plate în opoziţie m nb al primului fotoelement eata co~ 


-a fion 


el celuilalt futusisenintj. 

Bezietenfele variabile $ 
gi 10 faciliteask de 
fosi galvanosebrui. nu, uti- 


ec med neci mns x metrului indică extinoţia 

model UK VIII - (în rogu) gi transmisia 
p | : TIBAN procentuală (fn negru). 

triei dintre cele două . 
 caelule fotoelectrice, în 
drumul. raselor cs străbat  — 

. cuvele 4 gi 5 se află di- 
^ afragmele reglabile 16 gi 

respsctiv l7.Aparatul mai 

pacă 8 „prevăzută cu bu-. 
| tan de comandă gi folosi- 
"Fig.4.2.Schena citeau futa— Hip MP ase celulei 
electric Lange model VE VIII * 
“Incinte de începerea aăsurări.lor, aparatul se. Pune E punet, 
, efectufndu-se urnătoarele operaţii t 
| _1.Se controlează poziţia de zero a acului, —' 

(în caz contrar se aduce la zero cu ajutorul unei gurubelnija). 
| 2.3e fixează între lampa 1 gi cele doni lentile: gi 5,fil- .. 
trele de culoare complementară culorii soluţiei de.cercetat, | 

precare dopat educat că Mir v dr 
în locagurile lor. 
4. Cale două potenţionotre | 9 si 10 se aduc n poziția 2,5. . 


Qe k 


5.Se aprinde lanpa 1, ca ajutorul tntrerapätorului de pe par- 
tea laterală stîng. —— 

6. Dupl: 15 minute de la aprinderea lüapii,se eliberează aoul 
galvanometrului, . actionínd asupra  întrerupătorului de: pe partea: 
ME dreapta a aparatului «Se aduce acul. galvanometrulvi, la ze- 
 ro,regiind deschiderea diafragmei 16, eventual 17. | 
.. .T.Se acoperă fotocelula T cu placa 8,prin rotirea butonului 
. de comandă i el plăcii, . gi cu ajutorul potenjiometrelor. 9 (Grob) gi 
10 (Fein) se aduce acul galvanometrului la âiviziunea 100.La des- 
coperireá fotocelulei 7, acul galvanometrului trebuie să „revină . 
la zero.In caz contrar, se repetă operaţiile de punere 1a punct a 
aparatului si apoi se încep deterninlrile. 

 Qolerimetrerea probelor se execută în modul următor : 

i l.Se blochează acul galvanometrului, schimbînă întrerupătorul 
“corespunzător în. poziția "Ansengalvanon" e 

,2.In cuva. din dreapta (5) se înlocuieşte lichidul de compensa= - 
ţie cu soluţie de analizate 

.5.Se deblochează acul galvenometrului + Prin Prin introducerea pro= 
bei de analizat în cuva 5, intensitatea fluxnlui luminos, ce cade 
po fotocelula 7, scade datorită- absorbției produsă de soluţia co- 

lorată.Acul galvanonetrului va. devia “proporţional ca. intensitatea 
| culorii, respectiv. cu concentrația soluţiei de analizat. Pe scala. 
superioară (rogie) a —' se etos qe extincţia B, indi- 
cac de &C. 


4. KEA E FRK-56M-04.1 
; Acesta functionează: dupá principiul. compensaţiei optice a do- 
uă | fascicule luminose,. -u ajutorul unei disfragme variabile.Sche- 
ma de principiu a aparatului este redată în TAi Je i 
; . Lumina de la lampa cu incandescenţă: 1, trecînd prin filtrul 
luminos’ ză este împărţită de prisma 3 îm: două fascicule: arept gi 
stíng.Intruoft sursa de lumină se află în “focarul lentilelor 5, D 
fasciculele luminoase „reflectate de oglinzile 4,. devin paralele. 
Mai departe, fasciculele paralele trec prin. ouvelà 6 gi ajung pe 
lentilele. 8, ín focarul cărora. sînt instalate. sticlele mate 11, 
ar; după eie. fotoelementele 9, legate într-o scheaă diferenţială. 
In calea fasciculului luminos drept pot zi introduse succe- 
siv una sau alta din cele ouk cuve (cu soluţie de ditestot ti cu 


- 


solvent). 1 ] 
Dacă nu e? semenii: s ae aiita RA degete. 
ră a aparatului seu se observă deviații Ínseanate ale acului mi~ 


malti pniUnek, sait Sn demi: cetate» Manta ch 


duc absorbanjii l24 — 

Diafragma variabilă 10, iun Baie în calsa fasciculului lumi-. 
| mos drept, prin intermediul tamburului gradat de care este legati, 
ceni reglarea intensității luminii ce cade pe fotoelementul | 
drepte i 

Diafragma glisentà T,aşezată în calea fusciculului sting,ser- 
vegte pentru slăbirea — M ca  À 9 6 
toelementul sting. ; 
 Teshurel gradat din partes dreaptă e apatatătai este pentru 
măsurare; dar cal. din stinga pentru compensare. E a " 


t 
b. ` 
5t iti E 
"E ep 
| TIT 
TTia. 4.3Scnene optiek a fotosleetrocoloriastrudut 
FEK-56M-U4.1 


Principiul măsurării constă în orientaree succesivă a fasci- 
culelor luminoase iniţiale gi. a celui ce a trecut prin soluţia de 
. cercetat asupra fotoelementelor. 
Pregătirea aparatului pentru lucru. Aspectul exterior al apara- 
tului este prezentat în fig.4.4. 
i. Alimentarea aparatului se realizează da la rețeaua de curent 
alternativ de 220 v, prin intermediul unui bloc de alimentare, cu- 
prinsînă un stabilizator, un redresor gi o bobină. de goc, ceea ce ` 


E a EA 


BT 44. etul exteri si felilunceroralorimtreiai 
a ess EM | 


asigură constanţa încălzirii Lapi de sitim 
.1.Se racoriaggă blocul de alimentare la aparat ca ajutorul 
geoi fige speciale. 
| 2.Se e—À blocul de alimentare 24 reţeaua de curent al- 
 ternativ. 
3. Intrerupătorul Sansiamki. de. reţea a blocului de alimentare 
"ul se deplasează spre indexul! "Ykliuceno;;cfnd trebuie să se. aprindă . 
' sursa luminoasă. După 15 minute se pot începe măsurările la. aparat. 
4.Deplasind tija 5 apre dreapta Be acoperă fasciculele lumi- 
noase cu ecranul de protecţie a fotoelementelor. | 
. 5.Se observă acul ni croamperzetrului . Desi aeni este Miu. 
de la zero, se aduce la această pozijie prin rotirea butonului: 15. 
6. Se schimbă tija 3 apre atinga, pe poziţia "otkrito” (des-. 
chis), îndepărtînă astfel ecranul aie Arumul Zasciculelor de. 
lumină, } 
T.Rotind tamburul 16 nel sasi în drumul fuecicolelor lumi-. 


. noase filtrul estis, care va fi folosit 1a qus dign de cer- 


cetat. 
Je hnica Soterninări lor fotocolorimetrice cuprinde ur- 
nătoarele: operaţii SUPE 

l.Se iau trei cuve de mărimi Re dp două din ele se toar- 
nă solventul sau lichidul de compensajie, iar în a treia soluţia 


de cercetat. 

AIn calea fesciculelor luminoase din pec dion gi. din dreapta 

se agezü.cuvele cu solvent seu lichid de compensație, 

5. Tamburul 5 din partea dreaptă a aparatului. se fixează la di~ 
. viziùnea 1 pe scala transmisiei (scala neagră) gi se măregie sen- 
sibil itatea microampermetrului, cu cu ajutorul butonalui 14, pînă 
acul acestuia deviază cu 1-3 diviziuni, Mineri la se efectuează 
la această sensibilitate a aparatului. 

.4.Se stabilesc tamburele din dreapta şi din. RA da la aivi- 
ziunea zero pe scala rogie a extincjiei. | . . 

5.0 ajutorul manetei 4 se introduce în drumul fluxului lumi- 
` nos din dreapta cuva cu soluţia de cercatat,Rotind tamburul 11 din 
stînga aperatului , se aduce acul microampermetrulvi la zero.Dată 
nu se re-gegte aceasta, atunci se montează în calea fasciculului 
luminos din dreapta absorbentul, menţionat ia descrierea schemei 
de principiu a aparatului gi se  Apcegiret din nou stabilirea acului 
-la zero. | 

6.Prin rotirea. manetei. 4 se "— tn calea fluxului luminos 
cuva cu solvent (lichid de compensajie).Acul microampermetrului 
deviază de la poziţia de zero. 
|» — T.Se rotegte vamburul de măsurare 5 din dreapta pini acul 
| mieroampernetrului revine la sero. - 

. 8. Valoarea extincției soluției de cercetat se citegte pe sca- 
1a j rogie a tamburului de măsurare din dreapta. 

4 Observatii ij 
le Părţile mr ale sistemului optic trebuie ferite de 
„praf gi contactul ou soluţiile de analizat, | | 

/2.Cnvele se foloseec numai în stare uscată gi curăţenie per- 

. fecth.In manipularea cuvelor se interzice atingerea cu nina a fe- 
„dea pia care cade fluxul luminos. 


4.5.2. Calcularea souceatraţiei soluțiilor | 
Dacă soluţiile: se supun legii fundamentale a fotoabsorbf£iel 
gi există aparate cu ajutorul cărora să nüsurín slăbirea intensi- 
tăţii fluxului luminos, după trecerea prin soluţia colorată, deter- | 
minînâu-se valoarea estineţiei (E) sau transmisiei (T), se poate 
calcula concentraţia soluţiei, folosindu-se următoarele metode : 


„concentraţie. 


à " » E 


OM. In — standerd sa — titii: "m RS : 
cod 9 serie da sclutii etalon. a osecentragii diferite, dar cu 
noscute, &le substenjoi eercetato,. gi sa mIscará E ean. T.Apoi se. 
'construiegte esa azi ta corbă de etalzaere în resize." qus pu. 
In camal tr care se — legea: FM Pu, uo HP n : 

punctele so si itpiazh pe o veaptA, darea. etalom se. consideră. réugi- 
tă ntoaci cînd. 3-5 puncta zp plenară. a dreapta respectivă, 
„Cind trebuie“ aH ge üet tarziga cancentrajía unei substanţe, 80... 
„realizează reacţia de culoare, se aleoară extinciia solujiei de. | 
cercetat gi pe curba etalon se silă Sonteniratia necunoscută, | — 
2)eSe mücosrá E(T) a umei sola$ii atalon, care contine o can- : 
titate conoscutÉ de subeotentü gi El (n) a eoluiiei de „concentraţie. 
necunoscută. Folosind propertions1it atea directă între extinctie gi 
concentraţia, se calculează convent eiia. recunoscută după foravias 
à; E XN 
ur e pe Di 
| x. et^ Eo 
în: care : ut y. dă Pa JE w E 
: p concentraţia LII a asusta de analizat, "TS 
| Ci p=connentraţia solut iei E talan; 
x sextinejia soluşi ei ae analizat; i 


E erudit soţiei | a talon, - e dl 


(48^. Spectzifotoneirin 

. Metodele de enalisá fotoco)orimetrice sie spactrofotonetrice 
E bazează po acecaşi lege generală a fot ee boorbtiei.. Insă în 
_apeetrofotonetrie, spre ĉsosobire de fotocelorimetrie, se £6lóecse 
“totdeauna radiaţii monooromatice- de enargies lomincaed,. care pot . 
proveni de la diferita Bureo de lumink.Aco^stà aă posibilitatea. $ ca 
în afară de domeniul vizibil. (400-750, n1) sÉ se, — de asene- 

„nea, în domeniile ultrcaviolat (200-400 en) gi i Zrarcgu: apropiat — 
(750-1509 na), Seen ce. egi aria de vti i1isare E! metodei sad P" 
E trofotomet trica. M 

Intre avantajele motodei aport roze 1 —— vo n 
" ."natoda epastrofotouciric r versita m sa ‘Increase. eu we 


3 a 


"incolore" iei ochi. ets solatii. iti fn galben-pal ; 

-netoda spectrofotometrici ofer posibilitate» ca pec 
Beso, suec trat tata ee | 
curbelor de fotoabsorbţie, Ceea ce năregte considerabil. 'sensilili- : 
tatea reacției. chimice folosite, implicit exactitatea analizei în 
“cazul conesetradiidae mici de subetante. 


` 4-A.ledparatura: folosit în spectrofotometrie 
Aparatele folosite în spectrofotometrie poartă Cutii: de 


spectrofotometre. Ca ajutorul lor se poate măsură tini fn 
„funcţie de lungimea de undă sau la o lungime de undă dată. — — 

Spectrofotometrele pot fi clasificate după mai multe criterii: 

domeniul din spectru, Emin Qe A -UV, visibil = v, infra- 
Togu. =IR )pentru care sîrt destinate ; 

-modul de aflare a rezultatelor mleurătoriter (speetrofoto- 
metrie manuală sau cu înregistrare automată) ; | 

| particularităţi : constractáve(spectzofotosetrie cu monofaaci- 

cul sau cu dublu fascicul). ete... 

„In cele ce urmează ne vom opri asupra a două aparate frecvent 
“metadate în laboratoarele de biochimie : spectrofotometrul Spekol 
E. apectrofotometrul VSU 2-P. 


4.4011, Speetrofotonetrul Spekol este un aparat cu Bouo- e 


Tisia, pentru domeniul  viziui1 Sehena de.principin a acestui 
E ^^ aparat este dată în fig.4.5. 
Fásciculul luminos. enis de 
sursa de radiaţie 1 ajunge, prin | 
intermediul. lentilei condensatoa- is 

re 2 la oglinda. 3 care reflectă 
total radiaţiile către fanta de 
intrare în aparat 4.Sistenul op- 
"tie 5 transform radiaţiile Jumi- 

. noase în raze paralele şi le 

i orientează spre monocrozetorul 
„cu reţea de difractie 6, a cărui. 
. -poziție poate fi modificată cu 

Na ajutorul tamburului 16, gradat 
i „Sche , ^ fn nm.Tamburul 16 pnrnite s*lec- 

Tia. A 5;Schepa optică a spee- tarea radiaţiei cu lungimea de 


H 
i. 
f- 
| 


ges (T. 
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la care aoluţia de cacat at prezintă voximum de absorbtie. : 
Də ia monocronetorul 8, fascicul lól i*ninos este focalizat de . 
` lentila 7, către fanta de iogira 3, epoi p prin interaediul: lentilei 
9 aste condus. | succesiv prin cava on soj"?ie de. referință. (soei- .. 
vent) 10| gi cuya cu soluţie de cercetat il Hadiajia care a stribi- 
"tut solutia este dirijată pria inltrwed: E: Obtaratorului i2 către 
Fotosi enentul 35, capabil să tranufarze energia rađiantă. în ener- 
gie. alectrică. Aceasta, - fiind ampli: ficatü de amplificatorul iran- 
zistorizat 14, se pcote citi la instrumentul de măsură 15, atalo- 
mat fn extineţie gi tranazii sie procer tusi. i | 
d Pentru atenuarea fluctuații. iler de tenginne ale retelei 

mlectrice, aparatul este prevăzut cu um stabilizator de. tensiune 
care alimentează atit sursa de ilaninsre oft gi amplijieatorol. 

Modul de: de Jaeru la. OAAR o a nna; se poate rezuma 
mstfel: 

"Dy Se introduce. în priză figa stabili zatorului de tensiune şi 
ma comută întrerupătorul etabilisatorelui pa poziţia deschis (I) 
.e nd se aprinde lampa sursei de inis Se i aparatul sá 3e in- 
' mălzească 10-15 minute. 

2.Pe tauburul lungimilor de. undă M, se. fixeazk lungimoa de 
unað indicată în metoda folosită pentru dit terminare. i MN 

_3.Clapa obturstoruiui de duzină 12 trebuie să fie orientată | 
Te: ostii O(1nchis). PILAE 

| 4.In suportul- pentru &uve se.  agezk cara cu RH de refe- 
Tint (solvent) gi cuva cu^sclu fie de anelixat.Se introduce cuva 
cu soluţia de referinţă în ramal fagciislului luminos. 

Doâcul indicator al i xatrupentulnă Ze rÁsurÉ se corectează 
21a zero pe scala transzi iilor (52a de jos), cu ajutorul butonu- 
dlui care are în dreptu? sin indicia 2 [ain dreapta sus). 

^ 6.Se deschide: obturatorul 12, trosiad cl.opa. pe pozijia I. 
deul indicator al instruamentvloi de mäsoră se aduce la valoarea 
100, prin rotirea butonului care are în äreptul său indicatia 100 
(din dreapta, jos) sita zl pn 

. T.Se închide clapa et mratorului (pazi jia 0),Prin deplasarea- 

.suportului pentru cuve se ssoste cuva tu aoiuţia de referinţă gi 

e introduce cuva cu soluţia de studia! în calea fluxului luminos. 
8,Se deschide clspa obturaturslui în poziţia I. Se citeşte 

€xtincfjia probei da carcotat pe scala supsriowrá a instrumentului | 
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"a măsură. După efectuarea Gitirii sa trece. clapa cbturatorului pe 
poziţia o (închis) pentru a evita uzarea fotocelulei. 


4.44142. Spectrofotometrul YSU-2-P ,produs de firma Carl | 
 Zeiss",Jena,RDG este un aparat cu zonofascicul, care »ervecte 
pentru măsurători în domeniul ultraviolet (când se utilizează o 
. lampá cu deuteriu ),vizibil gi infrarogu. idit pm folosirea 
 wnei lămpi cu filament de wolfram), ` | 
: Principiul de măsurare în cazul apectrozotometrului YSU 2-P 
se: bazează pe compensarea potenţiometrică a. fotocurentului. Schema. 
optică a acestui spectrofotometru poate fi o ssim nd ca în fige 
4.6... . ' 


[A nara DTD Ie a me VLLL eee cu cum 
. Ls 


aoa Cac, 


TW Tig. 6. Schon optică a  apectrofotonetrului vsu 2-P 
|. Lumina de la o. sursă luminoasă cu spectru continu Dame ar í 
. incandescență, 45- sau lanpa eu deuteriu ,4T)eete. dirijată , 
 intermediul unui sistem de oglinzi, într-un monocromator cu E AUS 
mé. Pasciculul luninos ioni trece ete fune de intrare a so- 
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m"——— A" gi cade pe apin concavă 54, care 11 uei 
într-un fascicul paralel. Acesta cada pe prisma de dispersie 55, 
care-l descoupune spectral, După reflexia pe oglinda Littrow 52. 
radiaţia descompusA spectral traversează a doua oară prisma, 0glin- 
da coneavă 54 concentrează razele ieşite din prismă în planul ei 
focal unie se află gi fanta de iegire a monocronatorului ; Pentru o 
lăţime spectrală dată a fosciculului se obţine maximum de lumi- 
nozitate dacă cele două fante, de intrare. gi de ieşire, au deschi- 
deri egale.Faenta de intrare gi cea de iegire sînt dispuse alături, 
reglarea. deschiderii lor este cuplată şi se realizează prin roze- 
ta 1 (fig.4.7), pe care so poate citi direct această deschidere. 
Numai radiaţiile de o anumită frecvenţă sînt focalizate exact pe 
fanta de iegire gi pot părăsi monocromatorul. Celelalte radiații, 
cu alte frecvenţe, se focalizează în stînga sau în dreapta acestei - 
fante gi sînt Tejinute.Prin mişcarea oglinzii Littrow,in jurul 
unei axe paralele cu muchia refrigereată a prismei, defilează pe 
rînd. pe fanta de. ieşire diferitele frecvenţe din domeniul ales. 
 Migcarea oglinzii Littrow se face ca ajutorul unui gurub mi crome- 
‘tric. 38 (fig.4. 7), care permite. stabilirea lungimii de undă pentru 
o anumită determinare.lungimile de undă. se pot. eiti pe scala gra- . 
dată de pe fereastra de meten T (fig.4. T). 
i O 4f EAN ~ 
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EATE T-Aspeetul exterior al epectrofotometrului vsu 22 
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In continuare, radiaţia moored. ce părăneşte monocroma- 
„torul prin fanta de. ieşire, este transformată de lentila 57 într- 
un fascicul paralel, care apoi trece pe rînd .prin cuva... cu dizol- 
vant gi cuva conținînd soluţia de analizat Radiațiile care pără- 
 8e8C cuva sînt concentrate cu cu ajutorul lentilei 62 pe colula fo- 
'toelectrică 59, Potocurentul care ia naştere se măsoară, prin com- 
pensare potenţionetrică, cu ajutorul unui galvanometru cu una 

„care are în circuit. cuplat un amplificator electronic. 


Modul de iucru la zoecirofotonetrul YSU 2-P 

Punerea în £ : unctiun 

p Comutatorul 2 terae domeniile de năsurare "Meabereich” 56 
(fig.4.7) şi rozeta l a fantei S se fixează la zero. 
| 2.Se conectează la r»feaua de curent alternativ (220) figa 
. Stabilizatorului care furni:zeazá tensiunea necesară pentru ali- 
mentarea sursei de lumină gi funcţionării dispozitivelor de másu- 
ră.Se trece întrerupătorul de la reţea, 74 pe poziţia I.Aprinderea 
lămpii de control 75 arată existenţa tensiunii de alimentare.Se 
recomandă să se lase instalaţia aprinsă 15 minute pentru stabili- 
rea punctului zero al amplificatorului electrometrului. 

.5.Se alege sursa de lumină corespunzătoare, cu ajutorul co- 
mvtatorului 31, care se fixează pe punctul albastru cînd se uti- 
lizează lampa cu deuteriu (pentru domeniul spectra- ultraviolet, 
200-380 nm)gi pe punctul roşu cînd se folosegte lampa cu incan- 
descenţă pentru domeniul 320-2700 nm, 

4,.Lempa cu nne se cuplează prin comutatorul |70 al sta- 
bilizatorului. 

.5.Lampa cu incandescenţă se domini iai prin coautatorul 25 
al stabilizatorului, după ce mai întîi comutatorul 23 s-a fixat 
pe poziţia indicînd acţionarea externă a amplificării(punct în 
afara pátratului).La cuplarea comutatorului 25 se aorinde lampa 
de control 25s, care îndică prezenţa tensiunii de alimentare.Du- 
pă cîteva secunde se aprinde lampa de control inferioară 26i şi 
instrumentul de măsură 20 indică curentul lămpii (circa 5 4). 

6.Cu ajutorul comutatorului 12 (Zelenwechsel) se alege foto- 
celula cu sensibilitatea pazină, în funcţie de domeniul spectral: 

Fotocelula MQVS cerc albastru 200-650 nm 

. Fotocelula MV cerc rogu 650-1100 nm 
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*otcrezistenja PbS-B cere ad /600-2100|na* 3 
-ovorezistenja PtS-B este o parte componentă a. complotului auxi- 
liar — IR apropiat. 

Reglare a punctului zero al anplifieatorelni. ; 
1.Schinbitorul de probe 30| e se aduce pe poziţia D, iar comu ~ 
tatorul' rentru domeniile de măsurare 56. pe poziţia ES i 
2. Spotul. | g&1vanonetrului, care se observă pe sticla. mată. 5, 
„se reglează între repere cu. ajutorul potenfiometrului dublu pen- 
iru reglare grosieră peace — gi fini —— de 
Nri (Nullpunkt) 28. 

| $.Se deplasează succesiv comutatorul pentrü donentile de mä- 
' surare. 56 în poziţiile II,III,gi IV gi se efectuează reglarea g£ro- 
sieră gi fină a instrumentului de nul.  . 

Reglarea punctului zero al galvanometrului 

Schimbătorul de probe 30| se aduce pe poziţia L gi dacă spo- - 
tul galvanometrului, nu se găsegte între repere, se înlătură de= ` 
viaţia existentă cu ajutorul reglatorului mecanic de zero.Regla- 
rea se realizează prin mişcarea gaibii de poziţie 5,cu o monedă, 
In caz de deviere se Soriseteasă din nou: Lai ipu zero al Me uade 
catorului. 

Reglarea curentului de "— ic 

1.Schimbătorul de probe '30| sa potriveşte pe poziția D. 

p Comutatorul pentru domeniile de măsurare 36 se roteşte pe 
poziţia I.C. ajutorul potenjiometrului dublu 28 se reglează să 
tul galvanometrului între repere. i 

. 9.Se apasă cu intermitenti pe tasta de măsurare 29. Deviajia 
spital gelvanometrului. pe scala 5 este compensată cu „ajutorul 
compensatorului: curentului! de întuneric D(2,fig.4.7)., 

4. Prin invirtirea comutatorului: domeniilor de násurare 36 
de la Ila W, se ridică sensibilitatea indicatorului gi se efec- 
tuează ¡compensarea curenților de întuneric, aceasta fiind mai 
exactă pe IV. 

La terminarea reglării, duda dut 56 se pune pe I. 

Egelizarea valorii de gol 

lv Cuvele umplute cu soluţii sînt introduse în carcasa cuye- 
lor care se împinge la local ei.Qava cu solvent (lichid de com-. 
pensajie) se agază| în compartimentul L, iar cuvele cu probe 5 
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5M, TR „Sehiabătorul de peot. 30 se pane. po L-Potenjiosetrul de 


Pn cM 51 ee- reglează la zero. 


CMM rr E alege lungimea de undă dorită pe scala Tow aitoe 
;TO2etei À,98. -. 

t 5.Se dă o enusiti valoare podea esteri să valocii de. gol L, 
-37,fixtnă: butonul mio(grosier) între diviziunile 5-6 ,ier batonul 
: mare (fin) la. diviziunea 19. 

| 4.Se tatoneasá pe butonul de misurare 29 ni se deschide 

| hospites fanta S,1 pînă spotul galvanometruloi revine între repere 

"Reglarea fin a spotului galvanometrului se realizează cu buto- 

. nul mare al potenjiometrului 5T. 
 Egalizarea valorii de gol se continuă pînă la treapta IV a 
comutatorului pentru domeriile de adere 36 „după care se trace 
pe poziţia I. | 

5.0 egalizare a videli de gol trebuie efectuată după fieca- 
. re schimbare a lungimii de undă sau a probei. a 
Măsurarea extincti:ei probei . < 

i kis Schimbătorul probelor 30 se comită pe poziția M, „pentru 

a introduce Ín drumul razelor luminoase proba de măsurat. 

- ?.Se apasă .pe butonul de măsurare 29. Spotul galvanometrulu. 
se aduce între repere, prin rotirea potenjiometrului de măsurare 
259^ 
| 5.Se citegte ebigétia probei pe scala rogie 4. 

4.Dacá deviația spotului gelvanometrului nu se poate compen- 
sa,se trece pe. domeniul de măsurare II.Palpínd butonul de măsura- 
re 29,30 continuă compensarea cu potenjiometrul ce măsurare 35 
pînă: spotul galvanometrului revine între repere gi ue citeşte 
extinejia probei, 
ty 5.La fel se procedează cu probele M, şi M, „Dapă citirea ex- 
TR Sel probei, comutatorul 36 se schimbă pe poziţie O. 


4.4.2.Aplicatii ale spectrofotonetriei 


 Spectrofotonetria în domeniile UY gi vizibil | se fclosegte 
pentru identificarea combinațiilor chimice pure cft gi a celor 
din „constituţia preparatelor biologice. 

In biochimie „metoda spectrofotometrică de analiză şi-a gä- 
sit o largă utilizare pentru determinaree cantitativă u o seri). 
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de compuşi chimici ce intră în compoziţia materiei vii, cum ar fi 
acizii nucleici,proteinele, enzimele „hormonii . etc. 

Deterainarea spectrofotonetrică a compugilor binohintoi. se 
poate resliza prin trei prooedee : cu ajutorul unei curbe de eta- - 
lonere cu ajutorul "nui standard; la fiecare serie de analize şi 
pe baza coeficientului molar de extinctie. 

Primele două procedee sînt asemănătoare cu Gels descrise la 
fotocolorimetric(4.5.2),ele aplicîndu-se atît substanţelor. care 
absorb la anumite lungimi de unâă cît gi celor caro reacţionează 
cu reactivi specifici dînd derivați colorați- 

Dacă măsurătorile se fac în condiţiile în cafe legoa lur. 
guer-Lambert-Beer este respectată, atunci se poate folosi. pentru 
calculul concentraţiei substanţei cercetate coeficientul molar 
de extinofie,pe baza ecuafiei : 


E = é.c.l, 3 i (4.6). 
din care c = z? | (4.8) . 


Bibliografie :5,9,12,22,24,38,40,50 
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5. CROMATOQRAFIA 


5.l. Principii generale 
Intre metodele de separare a amestecurilor complexe de combi- 
nafii biochimice, a căror proprietăţi fizice gi chimice sînt foar- 
te apropiate,un loc de o deosebită importanţă * ocupă metodele 
cronetografics. 
Termenul de cromatografie crona- culoare ,grafein-a scrie) a 
fost introdus de botanistul rus Tvet, in urna experimentului cla- 


„sic privind separarea substanţelor colorate din frunzele des plan- 


te, pe o coloană de carbonat de calciu, efectuat la începutul $9-. 
colului nostru (1905). Ulterior, experienţa lui Tvet a fost reluată 
gi completată de numerogi cercetători,ceca ce a determinat dezvol- 
tarea cromatografiei într-un ritm susţinut şi apari ţia unei gane 
de metode cromatografice. f ; 
Cromatografia poate fi definită ca o metodă fizico-chinică de 
analiză bazată pe vitezele diferite de deplasare a substanţelor Ec 
dizolvate în sistemul a două faze : faza fixă sau atajionară gi fa- 
“a mobilă sau purtătoare, efect care are drept rezultat separarea 


componenților chimici respectivi in zone sau benzi distincte.Se 


poate considera cá la beza mecanismului,implicat în deplasarea şi 
expansiunea zonei cromatografice,se află alterarea continuă a echi-. 


 librului de repartiție a substanţei solubile între cele două faze 
datorită migrării fazei mobile gi compensajía simultană a acestei 
„ alterări pe calea difuziei. Intructt sînt transportate numai acele. 


molecule ale substanţei cronatâgrafiate ¡cere se găsesc dizolvate 
în faza rbilá, viteza de deplasare a zonei cromatografice estc 


proporţională cu probabilitatea aflării moleculelor substanţei 


“respective în faza mobilă. 


Repartiția unei substanţe între fasa staţionară Aw faza nobi- 


1% depinde. de aga numita constanti de distribuţie £repertiiie) £, 
care se exprimé prin reportul: 


concentraţia substanţei (nol/unitatea de volum) 


(5.1) 


oncentrajia t e rief 
în faza mobilă 


m en temer, CERP ROTI Maia 
"a P. E LI p -» y - 


Pris Vernimi. de: sonetentl afet de. distéimdlou) me 


desemnează. raportul între- cantitatea totală de: subetanjl fntr-o — 
fază, gi cantitatea totală a subatantei date. în oselalti fază ;eu. 
“alte cuvinte, constanta efectivă de distribuţie. reprezintă produ- 
sul constantei de repartiție a substanței cu raportul. velumelor. 
fazei tina za (Va E şi fazei mobile. (Y. » 


dk EN, Na Ebr s. 2) 

 Eficacitatea: metodelor: cromatografice se  datoregte ,eonstante- | 
lor de distribuţie diferite ale componenților. dintr-un amestec dat: 

fn cele ouk faze ale sistenului cromatografic. 

„După natura proceselor fizico-chimice pe care se weseask: 


distribuţia între faza fixă şi faza mobilă a substanței supusă 


T cromatografiei, metodele cromatografice pot fi clasificate în Yo 


 a)Cromatografia de adsorbtie în care se realizează un echili- 
" bru de adsorbjie a substanţei deis dpettes. Sete faza fixă 30-.. 
lidà gi. faza mobilă lichidK ; 

D) Cromatografia de Po eate o. tehnicá fn care substan- 
ta supusă analizei se „repartizează între faza fixă lichidă. sau . 

. semilichidá (lichid imobilizat pe un suport. solid) gi faza mobilă . 
„lichidă, cole două faze fiind  neniscibile. intre ele.Intre meto- 
. dele eromatografíei de repartiție se încadrează Sisméenatia pe 
„hirtie. 

l c) Gromatogrefia de de schimb ionic, se piară pe schimbul re- 


versibil de ioni între faza staţionară, solidă, partătoare a unor. 


grupări ionizabile: acide sau bazice gi componenţii: probei luate | 

în consideraţie. Paza mobilă este o soluţie apoasă de săruri. neu- 

tre In tampoane |cu concentraţii gi pH-uri diferite. 
d)üromatografia de de excludere in gel,constituie o metodá ba- 


^; sată pe efectele neionice de “sită moleculară” sau” cernere nmolecu- 
s. eülarü", asigurfnd Linsen za ce, după dimensiunile mole- 


culelor acestora. 

e) Cromatografie. în fază gazoasă este damni Vii | Gromatografia á 

fn care substanţele de separat pot fi vehiculate de un gaz.Ia a- 

cest caz,faza staţionară. poate fi un adsorbant solid seu lichid 

neyolatil impregnat pe un suport inert. 
f)Cromatografia de afinitate „reprezintă o metodă de purifi- 

care a biopolinerilor activi, bazată pe proprietatea caracteris- 
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tică a acestora de a-se lega selectiv gi reversibil cu alte sub- 
stanje faţă de care manifestă o înaltă specificitate biologică gi 
prin. urmare: si afinitate. 


5e2. Qromatogrefia pe hirtie 


5.2.1. Principiul metodei 
pute metodă este foarte eficace gi accesitill,permiind 


 &epararea gi analiza unor cantităţi foarte mici - rdinul micro- 
gramelor) de substanţe. 

j ` Mecanismul cromatografiei pe hîrtie constă in repartiția di- 
ferită a componenților din amestec între faza staționară | gà faza 
mobilă, de obicei organicá.In acest caz,faza staţionară este con- 
stituitá din bfrtie de filtru specialá (de tip Whatmen sau Schlei- 
cher-Schüll) gi lichidul fixat pe ea-Hîrtia- cromate grafică posedă 

"| capacitat^a de a absorbi gi fixa apa între fibrele celulozi ce. 
Această apă conținută de hîrtia de filtra poate fi privită,de! 
fapt, ca fază staţionară. 
| tr-un punct situat pe linia de start de pe banda de hîrtie 
cromatografică se aplică soluţia Ge analizat.După uscarea soluji- 
ei, hfrtia este imersată, cu capătul apropiat de locul unde s-a 
aplicat soluţia, într-un vas cu faza mobilă.Intregul ansamblu se 
va introduce într-o incintă închisă (cameră cromategralicá) satu- 
ravă cu vaporii celor două faze (pentru ca să nu poată avea loc 
o evaporare a acestora,care să modifice compoziţia sistemului de 
solvenţi).Faza mobilă va trece datorită capilarităţii peste pun- 
ctul de aplicare a solufiei,migrind de-a lungul hfrtiei gi pro- 
| voctnd deplasarea substanţelor din probá.Moleculele substanţelor x 
din amestea se distribuie între cele două faze în conformitate 

cu constantele lor de repartiție. Cu cît este mai mare solubilita- - 
tea unei substanţe în faza mobilă cu atît ea se va deplasa m 

preună cu solventul mai departe pe hîrtie, şi invers. 
Dupá ce a ayut loc separarea cromatografici, benda de hirtie 
se usucă mai intfi la temperatura camerei într-o nişă bine ven- 
tilată gi apoi la etuvă. 

Substanțele separate pe hirtie sînt puse în evidenţă prin 

reacţii de culoare.Hfrtia crozatografică pe care s-au localizat 
zonele (spoturile) substantelor din amestec se numegte crozato- 


“grană. 


, Mo*ilitatea gi poziţia substanţelor pc cromatogrană se ca- 
-acterizează prin valoarea Re „care este raportul dintre distanţa 
d străbătută de zona substanţei respective faţă de linia de start 
gi distanţa D străbătută de frontul solventului faţă de linia de 
start (fig.5. 1): 


ae ad Wed E 


Fig.5.1.Deplasarea zonei 
substanţei gi a ec 
frontului solventu- 
lui pe cromatogrami 


In condiții experimentale iti iute aarin Rp este 
constantă caracteristică pontra o substanţă dat, „N 


| 5.2 .2. Tehnici cromatografice 
Cromatografia pe hîrtie se poate realiza în mai multe varian- 


te tehnice.In procedeul ascendent, migrarea solventului se face de 
jos în sus, în sens contrar forţei gravitaționale, prin ascensiu- 
me capilară. Faza mobilü se poate turna direct pe fundul vasului.In 
cazul unor vase mai mari,pentru a nu se consuma cantităţi prea | 
mari de solvent, acesta 8e toarná în cuve aşezate pe fundul vasu- 
lui e | ; ad 
In tehnica descendentă, faza mobilă migrează de sus în jos, în 
Sensul forţei de gravitație. Capătul figiei de hîrtie cu proba apli- 
ceată se imerseazá în faza mobilă conținută într-o cuvă fixată la 
partea superioară a camerei cromatografice. "ij 

In ambele procedee, atmosfera din camera dépit di c se 
sstureazá cu vapori de solvenţi,punînd pe fundul vasului T 
ente care conţin cele două faze. 

Una dintre cele mai vechi gi răspîndite tehnici în cromato- 
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grafia pe hîrtie eate tehnica cârculară.Hirtia tăiată sub formi 
de rondele sau pătrate se; aşază- orizontal,iar faza mobilă migrea- 
„ză radial, din centru spre margine. Probele de analizat ae eplică 
în diferite puncte ale unui cerc avînd un diametru de. 1-5 ca. Ali- 
mentarea cromatogramei cu solvent se. poate face introdueind în 

' centrul acesteia un fitil — prin răaucirea unei figii ds 
hîrtie. 

| Procedeele în care migrarea fazei mobile se face REM sin- 
pm direcţie aparţin cromatografiei unidimensionale. | 

Cromatografia pe hîrtie se poate efectua gi după tehnica bi- 
dimensională. In- acest caz proba de analizat se pipetează într-un 
colţ al foii de hîrtie tăiată sub formă de pătrat.Paza mobilă ai- 
| greazá intr-o direcţie, apoi se scoate hfrtia din camera crometo- 
| grafici, ae usucă gi se cromatografiazü în alt sistem de solvenţi, 
în direcţie perpendiculară pe direcţia primei migr&ri.Cromatogra- 
fia bidimensională permite o separare nai eco a t 
decit cea unidimensională. 

. Pentru identificarea substanțelor kopia pe ALLE Be 
folosesc diferite metode :iradierea în lumină ultravioletă (fluo- 
 rescenj2),absorbjia 1n ultraviolet, pulverizarea cu reactivi spe- 
cifici de culoare, metode enzimatice |gi biologice etice 

Determinarea cantitativă a componenților din amestecul cropa- 
l tografiat se poate face direct pe hîrtie sau în eluatele obţinute 
prin extracția substanţelor de pe cromatogramÁ. 


` Bibliografie :8,28,51,50- 


— 6. BLECTROFOREZA 


6.1.Principii generale 

Multe substanţe cu importanţă. biologică, ca de exemplu, ami- 
noacizii,peptidele,proteinele, acizii nucleici etc., conţin fn mo- 
leculele lor grupări ionizabile.Asemenea nole le posedă. sarcini 
electrice libere. şi pot exista fie sub formă de cationi (+), fie 
sub formă de anioni (-).Dacă în soluţia uneia din substantole nen- 
$ionate vor fi introdugi doi electrozi şi se va trece un curent 
electric: constant, atunci moleculele substanţei respective se vor . 
migca spre polul cë sarcină electrică de semn contrar sarcinii 
Jor.Acest fenomen ` de migrare a moleculelor încărcate electric, sub 
influența unui cîmp electric. constant. . se  numegte electroforeză, 

Viteza de migrare a cationilor spre catod (electrodul legat 
de poul negativ al unei surse de. tensiune) gi anionilor spre anod 


» (electrodul legat de polul pozitiv. al sursei) depinde de raportul 


dintre forţa F exercitată de- cîmpul electric asupra ionilor res- 
pectivi şi forţa de întîrziere p (manifestată printr-o interac- 
ție între moleculele substanţei gi mediul înconjurător, în care . 
sînt implicate mai ales forţele âe frecare gi forţele electrosta- 
| tice). Forţele F gi p tind să se egaleze, iar. din condiţia de echi- 
* libru se poate obţine viteza de nigrare v a unei particule sferice 
. izolate. printr-un floid supus. acţiunii. eimpului « electric t 


| Y sh ; : (6 
fa care. E-intensitated eimpului. electric : 
Q-sarcina electrică a particulei 
r-raza particulei ; 
; n-vtscozitatea mediului. ` 
. Substanța supusă electroforezei st dizolvă sau se suspendă 
„într-o soluţie tampon. Ou aceeaşi soluţie tampon se unectează. gi 
| suportul. pentru a facilita trecerea: curentului electric. In soluţia 
într. cei doi electrozi, curentul este transportat, de ionii tampo-: 
nului gi probei de analizat, iar în. restul circuitului de către 
electroni. panna în. sistem se. agina p. seama electrolizei 


we ye ` 


ca dud d 


sI 
Ae, 


care are loc la elastrozi Tiscero din ei fiind imersat într-o 

comară cu tanpon. In tispul iisetre!lzei le catod se formes: ioni 
de hidroxil gi hidrogen xolsculer,.ar ba anod origen molecciar gi 
protoni : 


ontod : 267 » 25,9 — 2 Q^ + Wf 
anod : E0 z" + 1/2 0, *.2«^ 


. Formarea la catod a ionilor hidroxil éotmreici iMovciéres 
„compor.ntei its&ponului (HA), cere votre iwetü un &cid s!sb.Ca ur- 
mare crejte curiitatea ionilsar a , "^od eind curentul spre anod, - 
La anod ionii A se meae eb pivoni I Sei E im moni ÎN, sat 
electronii intră fn circai ini eleotzic.fiecare csmerü cu tempon 
pentru electrod, comunică prin intermediul unui orificiu sau al 
unui fitil cu o altă cancri în eore se află suportul pe care are 
loc migrarea. Cele două camere se separă între ele pentru ca achin- 
barea pH-ulni 1& electrod că iafluenj*re cit mai puțin taaponul 

cu care eats saturat snportul. 

După un timp de trecere a curentului prin sistem,insinte ca 
ionii substanjei cercetute să ajmgă la electrozi, componentale din 
amestec sa vor sepsra în concordanță cu godilitatea lor electro- 
foreticÁ.Aceasta spine de o serie ĉe factori, între care se men- 
$ioneazá urniitorii : 

l.Sercina sumară a Palec ulelar încărcate electric ; 

2.Dimensianile gi forma sco^:eniíelor, care pot influența for- 
vele de frecare gi inta acțiunile eiectrosiatite ; 

5.Par&metrii cfmpului electric ce se corsleéezá prin ecuația: 


12. ^ 4622) - 
unde :I-intesitstes curentolwi,fÍn anperi 

. V-*ensiunea în volji şi 

B-rezistenja (în ohzi). 

Asupra separării ionilor în cfmpel elsetric influsnjeazk toţi a- 
cogti irei factori. 

Intrucít în eolujis curentul tuire slectrozi eate condi iio- 
nat de transportul ioniler ^amponaulul gi substanței de exalizat, 
viteza lor da migrare este airect proporţională ca intensitatea 
curentului „lungimea àrweului striilrut de ioni va fi proporţiona- 
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ax: cu timpul de trecere. a. iati „De. aceea jpet o wit 
cere: eft mei exactă: a. rezultatelor „intensitatea curentului. w 7 
timpul electroforezei nu "trebuie să varieze. 

Viteza de. migrare a &onilor este proporţională cu. densíusea . 

: cfuputui electric, exprimată în V/cm (tensiunea aae se fmper- 
te la lungimea suportului). | 
| Rezistenţa | ae. corelează eu intensitatea ü colita: eurentu- 
iui. prin relaţia. (6. 2) Deci „viteza de. migrare va Zi invers pro- - 
porţională eu rezistența; care la rîndul ei depinde. de tipul gi 
dimensiunile. suportului pentru. electroforeză gi concentraţia tam- 
ponului folosit.In timpul electroforezei se degajă căldură, cînă - 
 mezistenja se nicgoreazá. La.o tensiune “constantă, încălzirea. con=.. 
duce la. creşterea puterii curentului gi intensificarea evaporării 
solventului. Pentru. a se asigura. reproductibilitatoa maximă a re~ 
À zultatelor,: se utilizează surge stabilizate de curent, care auto-. 
. mat menjin la nivel constant fie tensiunea, fie intensitatea cu- 
zentului, schimbarea rezistenţei la variajia temperaturii. fiind ne- 
iglijabilü.Evaporarea solutiei tampon se. reduce la quw anc ui d 
„zînă. aparatul de electroforeză cu sistem de răcire. > - 

ET Soluţia tampon crează gi menţine pH-ul suportului. In fun- 
eie de pH-ul mediului. de electrolit 8e modifică - ionizarea sub-: 
stanţelor organice gi, prin urmare,mobilitatea lor electroforeti- 

ci. Astfel, direcţia de migrare: a coabinaţiilor amfotere: (posedînd 
atit proprietăţi” acide cît gi bazice) denumi te anfoliti, depinde 
de pH-ul mediului de electrolit, iar pentru separarea lor se pot 
utiliza soluţii tampon cu un diapazon de pH de la 1 la 11. 
Capacitatea de tamponare a sistemului tampon condiționează nd 
posibilitatea lui mai mare sau mai nică de a neutraliza produşii 
electrolizei, formaţi în procesul de electroforeză. Insă creşterea 
capacităţii de tamponare. este direct proporțională ca. concentra- i 
tia soluției. Ca cît este mai mare această concentrație, cu cît 
mai mulţi ioni ai eubetangefide găsesc fu soluție, cu atft mai 
mare va fi conductibilitatea soluţiei gi, deci „Încălzirea ei ca 
wrmare a ridicării puterii curentului ce străbate. solujia.De a- 
ceea, pe lîngă valoarea pH-ului gi capacitatea de tamponare, o 
Gearaeteristick important. a sistenelor tampon, folosite pentru 
dhédkiatorepk,. o constituie forţa ionică care i mpropigti seri- 
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| suia pročes alui dintre son tratie; —— Ta "TS a fieci- 
EM. a dia ionii afiafi în Men t pexrutul velenjsl ienulcti Cat: 


pm - x X puer ada 
$ 
zrede +a, -conceni- A fieckmuil + tip $e — sita i i8 meli; 


z,-valenfa fisgrai tip de iesi Tu enims j 
— m-pumárul ioaijes. : 
“Prin sreş terea forgai ionice 2. tampons DPEN VAN tatea 


|. eiectrich a mcoctula so măreşte, iar viteza le wLgrere a ionilor - 


probei de an slizet scade, caea te se raflactă Tavorabil asupra se- 
 papării Jor „De obicei forţele isniee sla Lampoanelcr folosite 2e 
“situează fü intervalul đe concent toţii 2,052,109 d 
Pentru electroforezá cel mai frecv se folosesc soluţiile i 

“tampon acetat, ciitrat, veronal-medinal, £5 aPat, tria, EDTA ete. 
` Pentru Beperezca glucidelor siesea să ^nirszuimgeaz temponul boe 
. rat care are aventajal că forwsetü cu sebetiminin Tsepective cone — 
placa încăpcnti electric. 

 5Propristăiile gi eompozitia —" folamit în ditai: 
zeză pot întimenya sobilitstas diferitelor subetanţe, e peace scd 
süsorbjiei,  electrocenozei, Lagperzsturii site... 
; lisociiia sejeeslaler preiei de sitne sepurt e-a constatat fni 


bos majoritatea cazurilor de separar? ciactvoforeticN, de unãe forme- 


roa WAST xon$ cara prosiu.i eih afac] de odescrbpie conduce la 
© wicgorarea gradului. de suparare gi vitesel induit 
ze capacitate le adcorbtie pocadÉ 5frtia. | 


„astă asupra pues; qr AM de. nieetrat arenă Pyromenal de * 
este conditiena.. cs apariția mei sezeini relativa între capata 
ţa $uportului (le exenplu, filtrele da L*rtie) gi lichida care-l 
ptrivate , Iopizzrea grepéciler aupericlzi gi adsorb4ia superficia- 
1% a ioniler tamponoluzi da ohiasi.„eomimee la'tronaformaces Bolt” 
 Xelor de apă în ioni ĉa Liéreriu (11,0").Patmati aeegti ioni afat- 
inetréaii positiv, ei se ripoz sje satoi, tatrínind s»betanfele: 4. 
méutra solubile gi aeccelerirá sigeacma art icni lor pritews de dec 
„plasare a snionllor acele în seost sar. Zn : 
Tleetroosmox& vete nai itia beascajpetE ta saperturi de: tí 
pel aostatutni ro snt eeu gelgleil ie pei serilamii, ae. 
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în gel de anidon sau. hirtie. 

In calitate de suport electroforetic se folosegte hfrtia 
 cromatografici, “acetatul de celuloză, pulberea de sticlă, celuloză, 
oxid de aluminiu gi oxiă de. siliciu, gelul de agaroză, amidon gi 
poliacrilamidă. Suporturile se îmbibă cu soluţie tampon corespunzá- 
toare condiţiilor concrete de lucru. Alegerea suportului pentru 
migrare depinde de natura ‘substanțelor din proba analizată. Parti- 
cularitatea comună pentrü toate tipurile de suport constă în a-- 
ceea cá substanţele supuse- separării migrează 1n zone distincte, 
care apoi pot fi ugor evidenjiate prin ue analitice, coreopun- 


. £ütoare. 
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Determinarea area mobilității electroforetice reale in electrofo- " 
rezh pe mediu poros este o operaţiune dificilă.De obicei, în prac- 
tică se utilizează mărimi relative care caracterizează această 
mobilitate, márimi másurate prin: raportul dintre distanţa străvă- 
tuti de fracțiunea. dată. gi distanța parcursă de una din fracjiu- 
| nile cu viteză mare de sorin) de exemplu albumina, luată ca uni- 

tate. gt 
(6. 22. pAENE SISTI UU" BUDE 

| Metodele de electromigrare se clasifică în : 

-ionoforeza -migrarea. ionilor. mici într-un cîmp electric - 

-electroforeza- migrarea noleculelor mari (în suspensie sau. 

coloidale) încr-un cimp- electric; ;după încărcarea negativă sau po- | 
-zitâvă a particulelor se deosebeşte anaforeza gi cataforeza ; 
-glectrodiajize sindeplirteres ionilor mici de „moleculele gi 
particulele mari e 
. Electroforeza se subdivide în Metro ub: in coloană de m 
chid sau electroforeză liberă gi electroforeză în care migrerea : 
.se face într-un sain poros, denumită său ceten gest zonală (de 
zonă). 
După tensiunea aplicată în dinatzeocesk,. aceasta se împarte 
în eleatrotoreză la veulent, mică gi electrotoreză la tensiune ma- 
.re. 
Din punct, de vedere al tehnicii utilizate, electroforeza. se 
clasifică în electroforegk nina amorul si electroforezü verticali. 
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6.5.Electroforeza pe hirtie 
6.5.1.Principiul metodei 
O bandă de hîrtie de filtru îmbibată cu soluţie tezpon este 
întinsă într-un spaţiu închis.Proba de analizat este aplicată pe 
banda de hîrtie sub formă de picătură sau dungă. Sub influenţa ten- 
aiunii curentului electric aplicat la capetele benzii, € i 
le probei se deplasează gi se separă în fracțiuni. ; 
Revelarea se face înmuind banda într-o baie de colorant — 
vit După spălarea excesului de colorant fracjinnile respective ră- 
nin sub formá de spoturi colorat’ , Evaluarea fracţiunilor se face 
fie direct, fie decupínd spoturile gi supunínd lichidul de eluţie 
colorimetrürii. vA 


6.5.2.4paratuzÉ.Aparature necesară pentru electroforeza pe 
hîrtie cuprinde în principal două Noe sursa de curent gi blocul 
de electroforezá propriu-zis. - 

Sursa de curent produce un eurent continou,printr-o redresa- 
re a curentului alternativ de la reţea gi stabilizarea lui.In ge- 
neral, pentru electroforeza pe hîrtie se folosesc redresoare care 
debiteazü un curent continuudeo tensiune pînă la 1000 v gi o in- 
tensitate mexină de 150 miliemperi (24), cere asigrră rie c ten-' 
siune constantă, fie ó intensitate constantă, fie ambele, Pentru 
a se putea citi şi ajusta precis curentul folosit, redresorul tre- 
. buie să aibă instrumente sensibile de £ontrol a temoiunii (velt- 
aetru) gi intensității (miliampermetru). 

In blocul de electroforeză intră electrozii, compartimentele 
pentru soluţia tampon, cadrul de fixare a hfrtiei gà capacul pen- 
tru etangenre.Se pot utiliza electrozi din cărbune sau oţel inoxí- 
cebil, însă sînt preferaţi cei din platină. Ambele compertizente 
pentru soluția tampon sínt împărţite în dou secţiuni : camera e- 
lectrodului gi cemera pentru fitilul-punte.la aparatele moderne 
lipseşte fitilul-punte, capetele hfrtiei fiind isersate în cele 
comă o&mere cu soluţie taapon, care se află la-baza vasului de 
 electroforezl.Contactul electric între soluţiile tampon din ceme- 
rele fiecărui compartiment se realizează prin nişte orificii sau 
famte mici în peretele deepărţitor dintre cemere, sau cu ajutorul 
uncer fitile poroesè. npn între hirtie, eam smbibetk eu 
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tampon pînă 1a  fmcaperes electroforezei,gi. solügia tampon din 

conpartimentele anodic gi- ‘catodic de obicei se realizează fie ne 

printr-un fitil-punte din hirtie de filtru, fie prin imersarea di- 

. rectă a hîrtiei în soluţia tampon. 

6, d. 3.Materialul - necesar. Pentru eleetroforezi se întrebuin- 

“tează hírtia cromatograficá obişnuită. Dintre. sorturile. de afrtie 

i folosite în acest scop, se menţionează : 

` -hfrtia de. filtru vatnann( Anglia) nr.1, 2s 28 35MM. sau 4 

, -hfrtia. de filtru Schleicher; şi Sehül nr.2024, Mio a gi b. 

Hfrtia trebuie. păstrată la un loc. uscat, evitindu-se praful,. 

"umezeala „şi vaporii sau: gazele din atmosfera Iaboratorului. 
la manipularea hîrtiei este: Teconandabii a se evita atingerea 

prea “frecventă, deoarece grăsimea. de pe mtini. poate produce inega-. 

litate în adsorbţia gi nigrarea probei. 

“Soluţia t ampon are rolul de a menţine unadă hîrtia, conducind <€ 
astfel curentul prin ea,. gi de^ a păstra acelaşi pH în timpul elec- 
. troforezei, astfel ca substanţele să migreze în aceleaşi eat 
constante. 
| In cazul refolosirii aceleagi soluţii “tampon, se schimbă di- 
: recţia curentului electric. prin. inversarea polilor, în scopul în- 
lüturürii moăificărilor de pH ale ati tampon în . care se află 
“imersaţi electrozii. 

Nivelul soluţiei tampon din: cele patru camere menţionate ire- 
buie. să fie acelagi pentru a nu se produce sifonarea lichidului. 

. Egalarea nivelului soluţiei între. compartimentele anodic. gi. cato-. 
. dic se realizează prin intermediul unui sifon de sticlă. ; 

Pentru electroforeza pe hirtie se folosesc în general urmá- 
toarele- soluţii. tampon : TN 

. A.Solugie tampon cu pH 8, 6 gi forţa ionică O, 05 : + 10, 5 g me- 
'dinal (barbital de sodiu) * * 84 g veronal (barbital sau acid 
- &ietilbarbituric) în. 1000|21- apă distilată ; 

j i B.Solujie tampon. €u pH 8,6 gi forţa ionică. 0, 075 : | 15,45 g 
medinal + 2;16 g verona). în 1000 |u1 apă distilati-;  — l 
„+ QeSoluţie tampon cu pH 8,6 gi forţa ionică 0,1 : 29,45 g ne~. 
dinal + 19,42 g ácetat de sodiu hidratat sau 121,71 g acetat de so- ` 
diu snhidru se dizolvă în 1000 ml apă distilată, apoi se adaugă 

.180|ml soluţie de. HCL 0,1 N gi se completează volumul cu apă dis- 
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tilatk a 3000 E ipi A : 
D.Soluţie tampon O, 108 M, cu pH 8, ,6 : 40,1 g veronal + 81 al 
soluţie NaOH 2N şi apă distilată pînă la: 2000 ml. | 
Pentru conservarea sir repta se poate adäuga un eria- 
tal de timol. 


| 6.5.4. Procedyul general de separare electroforetici.Dupá a- 
legerea sortului adecvat de. hîrtie pentru electroforeză , urmează 
tăierea hîrtiei gi notarea liniei de start după tehnica. gi dimen- 
siunile aparatului de electroforeză reapectiv.Pigiile de hîrtie 
astfel pregătite se umectează prin imersarea lor în soluție tam- 
pon gi după îndepărtarea excesului de soluţie tampon prin pre~ 
sare între două hírtii de filtru, se. agază în vaau) de electro- 
foreză cu capetele imersate în camerele cu soluţie tampor . După 
 B&gezarea fígiilor sau benzilor de hîrtie cît mai întinse în apa- 
ratul de electroforeză,se aplică proba de analizat,cu ajutorul: 
unei nicropipete,sub formă de punet sau dungă de-a lungul liniei 
de start.Se conectează imediat curentul electric de puterea do- 
rită. Aparatul de electroforeză ca gi Mesia de hîrtie heim; 
„să stea perfect orizontal. - | 
După durata de separare necesară,hîrtiile se scot din apa- 

; ratul de electrofo-ezi, se usucă gi apoi urmează punerea în evi- 
denţă a zonelor separate şi evaluarea cantitativă a electrofore- 
grameior. 

Metoda cea mai img TOP de determinare a poziţiei 
substanțelor după electroforeza pe hirtie,de asemenea pe acetat 
de celulozá gi în gel,constá în tratamentul suportului cu un co- 
lorant adecvat care colorează selectiv componentele probei.Dacă 
colorantul interacționează calitativ cu componentele amestecului, 

“atunci se poate determina cantitatea substanţei colorate prin 
unul din următoarele două procedee.In primul ríni,se poate decu- 
pa porţiunea de suport corespunzătoare spotului colorat gi se 
extrage combinația colorată cu un solvent potrivit,apoi se deter- 
nină cantitatea ei prin fotocolorimetrie sau spectrofotomxetrie. 
 Dup al doilea procedeu electroforegrama colorată se evaluează 
prin fotometrare directă cu ajutorul unor fotometre construite 


în acest scop. 


ieetrafuress | se. tii pentru i separarea seen ilie 
purtînă sarcini electrice. „Elsotroforeza pe hîrtie-a găsit o lar- 
gä utilizare. pentru separarea aminoacizilor,peptidelor,proteine- 
lor,nuclaotidelor,acisilor nucleici gi. derivatilor: Jadirceji 
i electric. ai. glucidelor. Această metoâă se foloseşte cu mare. Fi 
' frecvență fn Iaboratoarels: clinice |gi! fn laboratoarele de: '-—— 
tare pentru. separarea m ati A iertati gi ipto: să 
'teinelor din serul. sanguin, - | 
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ERU gangs a pn sa pc i qutm 
telizstori biologici ai reactiilor bigohiniee în organismil viu. a 
Diferite enzime întră fa sei ate: celulelor: văi. ada 
` nimal cft gi. vegetale. a | 
Din punct de vedere astrectural iedta: dia stat ikain 
proteice. Eke: se clasifică : de obicei du gazine zenpcemeanente gi 
enzime ticomponente. |. 
Enzimele monocomponente reprezintă proteine imple de tipul 
albuminelor şi globulinelor, a căror molecule. contin nomai amino- - 
. acizi. In realizarea acţiunii catalitica a enzimelor au rol numai 
'wni aminoacizi: din molecula proteică, anume cei care intră în 
structura. aga-numitului centru. activ al enzimei date. 
Bazimele bieomponente aparţin proteinelor complexe.Molecula 
, acestor. enzime este constituită dintr-o. componenti proteick,numi- 

tă japoenzimü(apoferment) gi > grupare prostetică.Qrupările pros- 
tetice ale unor enzime se separă ugor de apoenzisi gi se numesc: 
coenzine (eotermenţi) „Acestea. formează. centrul- activ al enzimelor 
respective. Ý 

Studiul AM Ais: pee cinetice. gi geca- 
nismului de: acţiune a enzimelor] constituie: obiectul enzimologiei, 
una din direcţiile cele mai rapide- de dezvoltare a deebleniler 

biochimiei contemporane.. 

-Orice lucrare de enzimologio trebuie să încempă cu .dasugirea 
metodelor de: determinare. a activităţii enzimei data gi stabilirea 
condițiilor care asigură viteza maximă de reacţie. 

“Spre: deosebire de majoritatea celorlalţi conpugi biochimici, ; 
cantitatea unei enzime nu poate fi măsurată, cu uneze excepții, fn 
vakars, absolute „adică în mg sau moli de enzimă. 

- Camtâtatea unsi enzime se estimează indirect după situs 
` tea ei, cu alte cuvinte în funejie de viteza reacției ae RAAN 
de acea enzină. 

Activitatea depeder, se poate aprecia fie după viteza de 
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acuaulare- a | produgilor vinei emilia te pom după. isa 
āe. epuizare: "(diminvare): e substratului: ia condiții. optime de ter- 
përatură, pH, concentraţie a: eubatratului si geci a d o 
perioadă determinat de tinpe EL 
poi | recomandă. ca. aativătatea lim a eft: posibile P" 
determine: după viteza iniţială de reacjie, deci fn calcule se vor T 
"iua fn. considerare. datele obtinute pentru ‘intervalul iniţial de 
timp, otad- viteza de: reacţie nu depinde de: timpul de incubație. 


À E alte. cuvinte;ctnd, de: exezplu, pentru fiecare minut ee. scindea- 


ză una- gi aceeaşi cantitate. de substrat, In acest. timp există un. 
exces de substrat. si produgii. de reacţie s-au format în. cantita- i 
te nică, Este de dorit ca determinarea vitezei de reacţie să se: 
efectueze fn. astfel de condijii, înctt cantitatea substratului 

: transformat să nu ec - Lă din. cea tm L-Kretovici, 
1967). | | 
Pentru menite activităţii enzimelor se pot utiliza, | 
1n funcţie. de tipul reacției catalizate - „metode. colorimetrice, 
spactrofotometrioe,fluorimetrice,menometrice, conductimetrice, , | 
víscozimetrice, cromatografice, eleetroforetice etc. In: laboratoare- 
.le de. cercetare sau. producţie cu profil biochimic se folosesc 

cel mai adesea - metodele colorimetrice gi spectrofotometrice. 

Metodele colorimetrice se: bazează pe măsurarea . cu ajutorul. 

fotoelectrocolorimetrului a intensității culorii substanţei cars 
se formează prin interacţiunea substratului sau produsului de ac- 

. iune a enzimei cu un reactiv. Specific, care se MERI în probă 

' după oprirea reacției enzimatice. ; 

La baza metođelor spectrofotómetrice se afli absorbţia lu- 
minii fn domenii determinate ale spectrului,de către substratele. 
eau produgii reacjiei,mai Tar de. către coenzimele enzimelor bi-. 
„componente. Spectrele acestor combinaţii pot avea maximele de ab- 
sorbţie la o lungime de und determinată atit în datat: ultra- 
violet cît gi în cel vizibil, 

= Pentru eliminarea factorilor de eroare, la ăsterzinarea acti- 
vității onei enzime se impune ei se efectueze po lingă proba pro- 
 priu-zisš(proba + de cercetat sau proba cu enzima activă) gi un. 
control, 1n care enzima se inactivează prin fierbere, pria édidge- 
re de acizi sau baze tari etc. Acest: control este necesar întrucît 
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într-o serie. de. Ea pot. să -se producă modificări spontane ale 
substratului „necorelate direct cu acţiunea catalitieă: a enzimei . 
atudiate sau sursa de enzimă poate: să. conţină compuşi chimici 
.iċentici sau asenänători- structural: cu produgii : reacției: date. 

» Exprimarea activităţii aneia si aceleiaşi enzime sə face în 
unităţi convenționale, care se stabilesc arbitrar gi sint foarte 
diverse de la un autor la alt autor. Aceasta: ingreuiázi compara- 
rea rezultatelor obţinute în diferite laboratoare. In plus, lipsa : 
unor unităţi. standard nu Cab posibilitatea confruntării Tezul- . 
tatelor, | 

Pentru evitarea situației menționate, Comisia. de sinologie 
a Uniunii Internaţionale de fiochimie:a propus să se ia ca unita- 
te a unei enzime acea cantitate de enzină care catalizează trans- 
formaren unui micromol de substrat sau fornarea unui. micromol de 
produs: de reacție ín timp de un minut, în condiții date. In acest 
caz este obligatoriu să Be indice temperatura la care s-a. desză= 
gurat reacţia enzimatică. Celelalte condiţii pH-ul, concentrajia. 

- substratului gi altele trebuie sh fie optime. 

E ^ Plecînă de la recomandările Comisiei de Ensimologiejactivita- 
. tea enzimelor în soluţie sau în lichidele biologice(de exemplu : 
serul ssnguin,lichidul separat după cultivarea niroorgani smelor 
pe diferite. medii etc.) se va exprima în. unități jalm intr-un 
„minut, iar activitatea enzimelor din țesuturile animale sau vege- 
| tale gi din biomasa produsă de microorganisme, se va reda fn uni- 
E pe un gram de tesut sau biomasă într-un ninut „Adesea, activi- 
- tatea enzimelor se exprină în nicromoli de substrat tranforma* 
sau de produs format pe nl(gram) în timp de o. eră. 

Dacă în preparatul enzimatic sau. materialul biologie. 'studi- - 
at se poate deternina cantitatea de proteină, atunci. pentru creg- 
terea gradului de semnificație a „rezultat elor se recomandă să se 
calculeze activitatea specificM a enzimei date, care reprezintă 
- numărul unităţilor enzimatice raportate | , ta- un mz de proteină. 


T2. Factorii care iată. viteza unez 
i .Viieza unei reacjii enzimatice. se modifică în funcţie de 
concentraţia enzirei. „concentraţia substratului, temperet aPh, piot ` 


, 


mediului şi natura pps tanpon ete. 


7.241. Influen fa treției enzimei a supra. 
| “vitezei reactiei enzimatios | 
Viteza reacjiei enzimatice depinde.: fnainte de toate de. natü- - 
ra enzinci, care poate fi caracterizată printr-o activitate: scăzută - 
sau ridicată. Cind substratul gi. cofactorii se află 1n exco3,viteza = 
iniţială a reacției enzimatice este. proporţională . eu concentraţia 
enzimei : 
xx] ABMS oM (r.i) 
unde v -viteza de reacţie; | : 
Dd. -constanta vitezei de — gi: 
| — [E]-concentragia- enzimei. 
Prin reprezentarea grafică a dependengei între concentraţia enzi- 
mei gi viteza de reacţie se 'obţine o linie d-eapti, dacă pe axa 
'absciselor se trece concentraţia enzimei, iar pe axa, ordonatelor, 
valoarea vitezei inițiale- de. reacţie. : 
„Obţinerea experinentală a acestei: dependențe pentru orice 
" enzimă nu prezintă: dificultăți. 


To 2. 2. Influen enta concentraţiei ssbetratului asupra 
vitezei reacției enzi tice : 


Dependența vitezei iniţiale * — enzinatice de concen= 
i traţia substratului aproape totdeauna so exprimi gratie sub forma 
— curbe cu: aspect. ep. pay 


| 7.1.Dependenja între vitaza 
„reacției enzimatice gi 
concentraţia substra- 
tului 


„Dacă în sistemul de reacția se afli o EFESE mică de substrat, 
atunci se observă o dependent netă între concentraţia lui gi vi-: 
teza âe reacţie In cazul + concentratiilor: mari de subetrat jacea- 
| st dependenţă nu se nenfine.Viteza: invariabilă care se înregis- 
trează. la un exces de. substrat, ce asigură saturarea eazinei,se nü- 
^ megte viteză naxină a reacției enzimatice (7). 2 

Ecuația. vitezei reacției enzimatice a fost. propasă pentru j 
“prima dată de. L.Michaelis gi M. L.Menten(1915). Ei au plecat. de Ja 
“petenta: că enzima E şi substratul S interacționează, formînd 
complexul enzină-substrat ES, care. apoi se scindeaz! în enzima li- 
beră gi produsul de reacţie P.Aveasta schematic se poata. reprezen- 
ta prin ecuaţia : - bi 
(KK. NAP A , 
B €8 code ES: De »^ P y 
" go ie ame | | 
unde : k,-constanta vitezei de reacţie "4 formarea a conplezului 
. intermediar enzină-substrat ES ; 
k5-constanta vitezei ðe reacţie inversă de disociere a 
complexului enzimă-substrat în substanţele iniţiale 3 
constanta vitezei de reacţie,de scindare a complexului 
 enzimá-substrat în enzima liberă şi produsul de reacţie. 
- Notfnd concentraţia. totală a enzimei. cu [E], concentrația sub- 
stratului liber cu [s] gi concentrația complexului enzină-aub- 
strat cu [ss], concentraţia enzimei libere ya fi egală cu: [sz]- [es]. 
| Schimbarea concentraţiei substratului poate. să nu fie luată in 
consideraţie ,întructt pentru conditiile iniţiale s»E şi cantita- 
tea de substrat transfornat este foarte mică, 
Dacă se apli că logea acţiunii maselor la reacţia ae: torzare 
a: „complexului ES, ae găseşte că : 


v= (EEA (7-2 
i  Conplexul ES poate să disocieze, pe. calea ro9ctioi inverse, 
. în E gi S,eau poate să se descompună în produsui P gi E.Viteza ae 
scindare a complexutui ES va fi egalá cu coana vitezelot acestor 
dou reacţii : 


E x, [zs]. * x, [£3 = (+ [sd] (7.3) 


la echilibru v và fi egală cu Ya 3i prin urxare : 


T : 


64 œ 


: s- ot [3 * ped 
Bearenjind această ecuaţie, se obţine + 


t [E]- [es]? RES ti 
Sat Dilie DE, E DH. PE "S NE D 


Constanta Ta sc nunegte constanta lui REPERI HL 

După. cun se vode „viteza reacției enzimatice. este 'proporjio- 
nală cu concentrajia [ES] -1a o: concentraţie mare a. substratului, 
enzima va fi complet saturată cu acesta şi concentraţia coaple- 
xului enzi; aW-obstrat, [zs] va deveni: egali cu concentraţia tota- . 
. 1K a enzimei [z]. in acest caz. se atinge: viteza. maxim de reacţie. 

Notfnd viteza maximă cu V,se poate serie „ecuaţia | 

| v=x [e] IO ca Lr 
Pe baza | aceloraşi consideraţii, wi viteză a: Popop enzimati- 
"ce va fi: 


= x(zs] T: | re. OB 
Dacă în ecuaţia ` (7.4). care 'determink constanta Ka oe sub- 
'stituie mărimile [s] s [es], eu. valorile ce rezultă din ultinile . 


4 ^. 


două ecuaţii (ul x si Psj- -4% X jenen 


pdqd-ca) an 


i In această ecuație se pot. măsura toate. mürimile. şi &stfel se. 
poate determina constanta Michaelis-Menten:  experimontal,Mürimea.. 
Ka dupl acesstá ecuaţie. are o valoare exactă ,concretă.Ea indică 

acea concentrajie A substratului pentru care viteza reacţia . rU 
"s zgimatice. este egală cu jumătatea vitesei maxime posibile(v =y). 
In acest caz expresia din paranteză. reprezintă. unitatea - 


; s k = asi £ 1) „Prin urmere,K, | yes egală cu concentrația 


a molar a substratului la care jumătate din enzină. se găseşte le- 


gată cu substratul „iar cealaltă juaătate ae eră în stare liberi. 
Deoarece concentrația enzimei este foarte mică 1n comparaţie cu 

. concentrația substratulr ,constenta Ky nu depinde. de e concentra- - 
ţia eazimei. 

Constanta Ka se “poete determina experimental prin traserea 


m 65 .. 


curbei 1e. .yitash în fungi de coneentrajia. substratului Pentra 
` construirea. graficului se determină viteza de reacţie v. la dife- . 
rite valori ale concentraţiei sübstratului.?rscfnd pe axa absci- | 
selor concentraţia substratului, iar pe axa ordonatelor,viteza. de 
reacție. ge obţine graficul din. fig. Te 1eDacă pe acest qrafic se 
notcază: viteza. de reacţie egală cu jumătatea vitesei maxime, 
| atunci. fragmentul corespunzător pe axa absciselor va reprezenta. 
. constanta. Ka’ „Dar. valoarea X. determinat în acest mod nu se cas 
racterizează prin . exactitatea. | 

Un . procedeu nai răspîndit de determinare. a | paranetrilor ci- 
netici ai ecuaţiei (7.7) se bazează pe representaroa datelor ex- 
perimentale în coordonatele Av gi 1/[S] -Acesta coordonate poar- 
CtÁ numele de coordonatele Lineveaver-Burk. Cam rozoutit din ecua- - 


ţia G 
des a e i | (7.8) - 
ata dependenţei (1:7) fn coordcáatelo LinepaavsraBurk are. 


aapectul unei drepte cars fntretaie axa abscisoelor. gi ordonats- : 
lor in punctele ME, gi respectiv 1v (fig.T.2) -Tangenta anghiu=. - 


lui de pantă a dreptei este sd manei ca nad 


> Peo astfel de dreaptă se 
„pot determina valorile mai 
; ugor gi cu o mai maro. pre- 
.cisie,intrueft cóincidenja 
"datelor expirizentale san 
abaterilor lor de la linia- 
ritate ne descoperă. rai - 
siaplu decit în cazul re- 
d: 1” - prosentărit grafico preea- 
| Š e 1. dente (fig.Tel) 
Fig. 2.Determinarea vitezei inuito s oux 
ma gi constsnt*i Xichaelise 


. Menten prin witeda Linswea- 
ver-Burk 


' gainile: constantei Ka pentru diferite enziae sînt foarte | 
diferite.0 constantă mare inâică, că legătura între enzimă şi sub- 
„strat este slabă. Qi cît En are o nasca ai mai mică,cu atit. legò- 


Gas un <. 


trsa low:reuE gA S se distinge printr-o. stabilitate mai. ridicată, 
Cu ast mai crescută este: afinitatea între. elo. Enzima. cu o con- 
stant E. micá va manifesta in. organismul viu o activitate mare. 
ou. ajutorul constantei. Kn se. poate obţine” experimental, o carac- 
teristică cantitativă. „importantă : a: enzimei. 


i Mo 2; 5. Efectul temperaturii seara vitezei. re reactiei 
enzimatice i 


"Viteza. reacțiilor enzimatice depinde. de temperatură. Prin ri-. 
dicarea temperaturii: pini: la o valoare. determinatá viteza reac- 
tiei enzimatice, la fel ca gi. a majorităţii proceselor chimice, 
cregte. Spre!deosebire de reacţiile neenzimatice „creşterea. vitezei 
de reacţie in cazul enzimelor se observă într-un: interval res- 
_trîns de temperatură. Pentru fiecare- enzimă există o temperatură 
caracteristică la care. viteza de reacţie atinge valoarea maximă. 
Temperatura corespunzătoare vitezei maxime, se numeşte temperavu- 
ra optină a enzimei luată fn studiu.La temperaturi mai înalte: 
decît. cea optimi, enzimele se denaturează (se a RC pe si iac 
pierd activitatea catalitică. » i 

- Efectul temperàturii: asupra activităţii md bilis. se expri- 
má prin aşa-numitul. coeficient. de temperatură Qc; care arată de 
cite ori creşte viteza de. reacție dacă. temperatura se măreşte. cu: 
10° C într-un. domeniu în „care nu are loc. denaturarea ternică a en- 
zimei. respective. Coeficienţii de temperatură ai reacțiilor enzi= . 
matice au valori cuprinse între 1 gi 2. 

` Pentru studierea influenţei temperaturii asupra: vitezei re- 
E astiei enzimatice,8e determină activitates enzimei date la dife- 
rite tenperaturi,situate: între limitele. 10-809 C, dupà. cum acea en- 
Zim prezintă o. ternostabilitate nai nare seu. mai micá. Datele ob- 
„inute se. exprimă. grafic, trecînd . pe axa absciselor. valorile luate 
pentru temperatură, iar pe axa ordonatelor activitatea enzimei în 
unităţi standard. i j 


7.2. 4. Efectul pH-Glni aediul vi gi naturii: solutiei faspon 
supra vitezei reacției enzimatice 
Viteza reacţiilor enzinatice este influenţată puternic de 


pH-ul mediului.Aóétivitatea maximă a enzimelor ge manifestá Íintr- 
un interval îngust do pH,care se numegte pH-ul optim de actiune 


« 67 = 

al ensizei date.Atit agita eit gi eregteroa pH-nlei de la va- 
loarea optimă conduce la diminuarea activităţii easimelor.Majo- 
ritatea enzimelor. au pH-ul optim localizat în domeniul asutru. 

Xfectul pH-ului ‘asupra vitezei reacției enzimaticé. se poate 
explica prin modificarea stabilităţii enzimei gi gradulti de io- 
nizcre a grupărilor: ed dietă asemenea, a substratului gi 
cofactorilor. 
Menjinerea valorii pH-ului optim in mediul de reacţie la de- 
terminarea activităţii unei enzims este una dir. condiţiile impor- 
tante ce.se cer îndeplinite Asupra dependenţei între . activitatea 
“enzimatică gi pE,o influență . esențială poate să exercite forţa 
ionică. şi compoziţia soluţiei tampon. Trebuie aleasă o asemenea. 
soluţie tampon care să nu inhibe activitatea enzimei etudiate gi 
să asigure menţinerea pH-ului mediului de incubație apropiat de 
valoarea optimă a enzimei respective. - | 

De aceea pe cale experimentală se stabileşte pH-ul optim gi 

compoziţia sie a eset a c: tampon pentru fiecare en- 
zinăe 

Această nnii — fn măsurarea Sti senaii bă enzina- 


^^ tico,utilizindu-s5e solugii tampon cu valori cunoscute: ale pH-ului, 


Valorile activităţii: enzimei. obținute la diferita valori ale 
p pH-ului ne înscriu pe axa ordonatelor,iar valorile coreapunzătoa- 
„re ale pH-ului pe axa abscisslor.Se obţine o curbă caracteristică 
ce exprimă Tere vitezei HIN enzimatice de pH-ul mediu- 
lui. 


| 7.2.5. Influenta timpului. de danidliaió asupra 
vitezei reactiei tica 

Fentru a avea posibilitatea comparării activităţii diferite- 
lor enzime sau a activităţii unei enzime în anumite conditii,se 
măsoară viteza reacției enzimatice, ađică cantitatea de substrat 
transformat sau cantitatoa de produs format într-un interval de- 
terminat de tinp.Datele obţinute se reprezint* grafie, ,notindu-se 
'pe axa ordonatelor cantitatea de substrat transformat sau de pro- 
due de reacţie format, iar pe ara absciselor timpul de măsurare 
(incubatie).In acest caz se obţin curbe care au un aspect csomü- 
nător cu cel al graficului din fig.7.5. 


CST. W^. 


E tig.T. 5. se sia 
“că viteza reacției enzisa- 
;tice la începutul períoa- 
iaei de incubație este nai 
mult sau mai puţin con- 
istant, după care: se dimi- : 
nuăază treptat.Soliderea ` 
vitezei reacției enzima- 
[tice poate fi cauzată de. 
lurnătorii factori : 
De sub- 


Eu 5. Reprezentarea grafic a ' tragia 1 lui în wt" de 
ersului unei reacţii - reacţie se miogorează, ceea 
enzimatice | 


ce conduce la: NN SES 
gradului. de. saturare a enzimei cu. saiti 
^ 2).In cazul unei reacții reversibile, produgii ce rezultă pot 
influența: echilibrul. ei deoarece. după legea acțiunii maselor vite- 
-za reacțiilor reversibile este proporțională. cu concentraţia sub- 
tinte. care reactioneazi.. 
- (.3).Produgii de reacjie|pot. inhiba în moă specific sătișita- 


3 E enzimelor.. 


4). Modificarea condiţiilor din ` sistemde exenplu,acidifieroa 


EE urma apariţiei. unor produşi cu: 'earacter acid. 


E Inactivarea parţială a enzimelor în. timpul. incdbajiei. In- 
"i trucît unele. enzime Qin anumite: obiebte biologice. 'au o activitate 
i relativ mică, timpul de incubație: se. „prelungeşte de la. cîteva ore. 

pînă la.24 ore.Dé reţinut că incubaţia prelungită poate. fi asoci- 


(1 at cu inactivarea énzimei sub: "acţiunea temperaturii gi. infecta- 
„mea, mi erobiană a. mediului . dé reacjie.De aceea în: cazul prelungi- - 


rii timpului de: incubație: 69: adaugă. Ia anesteoul de reacţie sub- 
stante: antiseptice(toluen,cloroform,timol ete) care nu influen- 

| “vează. activitatea enzimei cercetate.. ÁN 

E Se. recomandă ca timpul de. incubeţie. să se reducă la minimum. 
pentru. a exclude efectul nefavorabil al factorilor omes mai 

SUB a 
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s-MOOQUICID QLIGOQLAGIBE st POLIGLUCUDR 
„ METABOLISMUL LOR - 


 Gucidele,nunite. gi zaharide sau carbohidrați, constituie 
. din punet. de vedere. cantitativ „cea mei important clasă de sub- 
stante organice. .naturale.Ele. sînt foarte răspindite în plante. 
(pînă la 80-90. % din substanţa uscată a organelor gi țecuturilor 
vegetale). Conţinutul glucidelor fn microorganiane. atinge 30 $ din 
“substanţa. uscată a “acestora, In organismele animale giucidele se 
| glüsesc în: cantitate nai redusă. 

După structura chimică, glucidele se iota in troi clase 
mari : : monoglucide,oligoglucide gi poliglucide, 

Monoglucidele e(nonozaharidele sau ozele) reprezintă. combinaţii. 
polihidroxicarbonilice cu lanţul 0-0 neîntrerupt.» După natura gru- 
. pei carbonilice din. compoziţia lor,se disting polioidroxialdehide 
sau aldoze care conjin grupa aldehidicá ( HC =0 ) gi polibidro- 
zicetone sau. cetoze,în care este prâsentă grupa cetonică (>C =0). 
Aldozele gi cetozele există atit în forma carbonilick sau deschisă 
: eft gi în forma seniacetalică sau ciclică, ambels forme fiind capa- 
"bile să se transforme una. în cealaltă : 


H, OH 
Nhar 
H-C=0 krg 
H-C-OR H-( | 
HO-C-H MOGA Ó e. 
H- C-OH H- i H- 
OH QOH à, 
Forma Forma. | „Por 
earbonilici  semiacetalică. ; deschisă ciclică 
D-Glucoza LE Sy | D-früuctoz^ 


-—— o 8 . s m 1 -' ameo 


“Datorită structurii lor specifice, Adatas zanifestă 
unele proprietăţi caracteristice care „aşa cum se va vedea mai . 
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departe, se ati E vaza metodelor a aste arminare  emititativk a a: 
acestor, substanie. MATE p 

„+ 00Àgoglucióele ioù api ti a meu. a aligeniasle): P ME. E 
-- ghuciaele(polienbariaele “ seu peliozidele) stat. produşi de. conden- 

"sare ai. elor gi eu moleculele alcătuite din resturi 

A “nonoglucidice unite fntre ele prin legături. O-giicozidiec. . 

EX “Se: consideră, că oligoglucidele conţin pînă la 8-10 resturi. 
| e 'monogiucide. In dependenţă de numărul resturilor de — : 


88. deosebesc diginciăe, triglucide,tetragineide, etc.Là unul: din. 


„capetele catenei eligoglucidelor,in care legăturile glicozidice 
-.89 formează între hidroxilul. semiacetalic, al unei. monoglucide gi 
“un hidroxil alcoolic al altei. monoglueide,rámine: un hidroxil gli- 
"n cozidic mesubstituit „Astfel de oligoglucide, care posedă capacita- 
. tea de i a da. unele din reacţiile combinațiilor carbonilice, se nu- 
mese oligoglucide. reducitoare.Ca.exemple de oligoglucide Teduck- 
2 “toare. se. menţionează: desi aei A eee iE). etc. 


xm 
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In alte oligoglucide legătura glicozidicl se realizează cu parti- 
'ciparea tuturor hidroxililor. semiacetalici ai resturilor monoglu- 
 cidice.Acaste oligoglucide nu manifestă. propriețăţi caracteristi- 
ce aldehidelor gi de aceea se numesc oligoglucide pereducütoare. 
Reprezentanţii tipici ai oligoglucidelor nereducătoare sînt zehe- 
` roza( IV), rafinoza(V) ete. 

Coa. ai caracteristică reacţie pentru toate oligoglueidele 


$ | -411 - 


Ste ‘hidrolisi acidä, fn urna eliroia are 108 scindarea legüturi- 
lor glicozidice. gi eliberarea- menoglucidelor componente e - 
` Oligoglucidele se întîlnesc atît în „regnul vegetal (zaharo- 

za,rafinoza, maltoza) cft gi în Tegnul animel(lactoza). | 
Poliglucidele conţin în nolecula lor sute. şi chiar mii de 

resturi monoglucidi ce . Aceste. substanţe sînt prezente în plante 

(amidon, celuloză, inulină, fleină) gi în organismele: animale (glico- 

gen, AM La, oL tesutului. conjunctiv etc). 


i  8.1.D0ZARBA GLUCIDELOH SOLUBILE 

Masa principală a glucidelor în majoritatea plantelor o eon- 
stituie amidonul gi. celuloza. Pe lîngă poliglucide, în. organismele | 
vegstale se găsesc cantităţi” apreciabile .de oligoglucide gi aone- 
glucide,ultinile două clase de glucide. fiina ugor rolubile în apă 
-Ji în alcooli inferiori, ^ 

Dintre otigoglucide foarte importante sînt diglucidele,de 

exemplu :zaharoza(IV),maltosa(1) gi altele. - 

Puterea reducătoare a grupei carbonilice din molecula roko- 
glucidelor gi diglucidelor reducátoare stă la baza metodelor de 
determinare a acestora în obieetele biologice. Ly 


(8-1-1-OZAEBA MONDQLUGIBSIOR SI GLIQSLUCIPELO 
REDUCATOARE 


i iti: sai ceda: aia: 40 Don ăia n 
format din sulfat de cupru cu tartrat dublu de sodiu qi potasiu - 
(sare Seignette) : Min: A aad ARO tn “RR RAR a 
cupru cu carbonatul alcalin are loc reacţia : 


20:50, + t m + aq MNA + 2WeHSQ, 


- 
* 


E 


Tartratul dublu de sodiu şi potasiu TASCA fa amestec faci- 
liteasă formarea. complexului tartro-cupric solubil, „ceea ce împe= 
dich aparijia anaga a cuprie de culoare neagră : 


go Cook xo0Q ` 
.CHOH. /80-Oi-0« oro ao mar i 
o4 +. — 2 Qa * 3 O + 00 
Cao RO=02-07. b QUE T o PNA 
Ma. £ oona , me 
Sare ke RUE a T Complex: tartro- 
Seignette -- TD. ILU cupric solubil 


 Monoglucidele M oligoglucidele reducătoare (cu. legătură mo- 
nocarbonilică) redue cuprul din complexul tartro-cupric solubil, 
"la cald, cu formarea ii precipitat de oxid cupros de culoare ro- 
| gie-orănizie ME. 


Es : K00Q ` 


W^ Qo | 
2 B0 an HEG 4 (90 + 28,0 e— 4 VHOB | + 0008 + QujO 
! a A A : 
(it ET PE quoi enc a: 
. Gluciðă i., . Acid . Oxid 
reducătoare WS. , - carboxilic ` cupros 


După ihatid de 0250 format se -poata aprecia conținutul 

de glucide: în proba de analizat. Cantitatea oxidului cupros se de- - 

termină: iodometric.Pentru aceasta oxidul . cupros format se dizolvă | 
într-o. soluţie de HCl gi apoi se oxidează eu un exces de soluţie 
titrată de iod. 

Prin dizolvarea ditai cupros în Ad se obţine iritatia: 

complex incolor E [0uC1.] „respectiv earea lui de sodiu,lutnă în 
„consideraţie prezenţe „Na2 003 în mediul de reacţie : dx 


Cuj0 + 4801 + Ya, 005 —- 2Na [ouc] + * 28.0 + E 


Complexul, astfel obţinut,nu este prea stabil si se descompu- 
ne în prezența iodului după ecuaţia o 


 ?Na[O1C15] + Iz —— 20001, + 2Nal 
Iodul,care nu a intrat în reacţie este retitrat eu tiosulfat : 
de bars în prezenţa amidonului ca indicator : 


Is + "mata — 2Nal * Naz540g 
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Dín volumul de. soluţie de iod Fett qnasi. oxídereaoxidu. 
lui cupros se poate calcula, ţinină seama de. reacţiile de mai sua, 
cantitatea de oxid cupros gi apoi cines de soit reducă- 
„toare în proba de analizat, 

Reactivi.1e Solutie de sulfat de cupru' cu tartrat de Side gi 
j potasiu în mediu alcalin. Pentru, prepararea acestui reactiv se di- 
.z0lvÁ 5 g sulfat de cupru cristalizat, 300: g sare Seignette gi 10g 
Na 00 anhidru în 900 nl apă distilată la rece. Apoi, anestecul Senik 
încălzeşte timp de 2 ore. pe baie de apă la fierbere,se rücegte gi 
"ge trece. intr-un . balon cotat de uae nl, completând conţinutul cu. 
apă distilată la. semne: . 

2. Solutie de tiosulfat de: sodiu O, 0323 N. Se ‘dizolvă 8 g tio- 
sulfat de sodiu: în 1000 nl apă distilată, în prealatil fiartá bine. 
pentru a îndepărta C05. .Dupá trecerea a 2-2 zile,se etabicegte. 
factorul solujiei de tiosulfat cu ajutorul: -unei soluţii de dicro- 
, mat de potasiu 8/25.Un ml soluţie de tiosulfat exact UO N co- 
respunde la 1 mg de glucoză. à 

. $.Solufie de iod 0,0323 N.Se dizolvă 4, 1g iod gi 20 g IK în 
25-50 ml apă distilată. După dizolvarea completă a reactivilor,vo- 
lumul soluţiei se aduce la 1000 ml cu apă distilată, 

4.Solufie: de amidon 19.S8e suspendă 1 g de amiion în 10 ml 
apă distilată rece; „apoi suspensia obţinută se adaugă la 9C m apă 
distilată în fizrbere.După ce se fierbe timp de 2 ninute soluţia 
se răceşte gi se se completează volumul la 100 al. Pentru - conservare 
„în soluţia de amidon se dizolvă clorură de soâiu pînă la saturere. 

5. Solujie de HG: 82 ml HOL concentrat(471,19) se dilueazü 
cu apă distilată pin la 1000 ml. 

f 6. Soluţie de acetat bazic de. plumb : 60 g “acetat ce plumb se 
mojareuzü cu 20 g litargá(PbO). Amestecul se încălzeşte pe baia de 
apă într-o. capsulă de porțelan acoperită cu o sticlă de ceas pînă 
ca masa capătă o "culoare. alb-roz.Se adaugă 200 ml de apă distila- 
tă fierbinte, trecînd. totul într-un balon. cotat de 250 ml.După ră- 
„cire se aduce la semn cu apă distilată şi se lasă în repaus 16-12 
are; „apoi. se. „filtrează în flacoane de culoare brună, care se închid 
ermetic întrucît în contact cu aerul soluţia se tulbură. 

© T.Solujie saturată de sulfat de sodiu. 


iodul de lucru.Deterninarea cuprinde trei operaţii : extrage- 
rea glucidelor din produsul respectiv cu ajutorul apei „puri fica- 
rea extractului vegetal şi dozarea glucidelor redunitoare în ex- 
tractul defecat. | 
Prepararea extractului yegetal.O cantitate de 5-25 atita r^ 
„funcţie de conţinutul presupus de glucide) din materialul vegetal. 
uniform omogenizat se introduce într-un flacon conic cu capacits- 
tea de 150-200 ml. Se adaugá 10-80 ml apă distilată încălzită la 
85-90? şi proba se introduce într-o baie de. apă pînă la nivelul 
lichidului din flacon.Se incülzegte la 75-80^,timp de 60 minute, 
agitind cu intermitentüá.Apoi,extractul fierbinte se filtrează. 
prin decantare într-un balon cotat de 100 ml „spălînd cantitativ, 
de mai multe ori,cu cîte 5-10 ml de apă distilată fierbinte, atit 
. materialul vegetal din flacon,cít gi filtrul, 
Defecarea extractului glucidic.In extractul obţinut va exis- 
^ta totdeauna o serie de substanţe reducátoare de altă natură,nai 
ales proteine,precun gi poliglucide.Pentru acest motiv devine ne- 
cesar defecarea extractelor glucidice în vederea purificării lor 
In acest scop,la filtretul fierbinte din balonul cotat se adaugă 
soluţie de acetat bazic de plumb(1-5 ml) pînă cînd nu mai are loc 
nicio precipitaregi. se. agită energic.Se lasă în repaus pentru se- 
dizentarea precipitatului format.Dupü 10-15 minute sa controlează 
dacă dufecarea materialului este conpletă,adăugîndu-se la extract 
2-5 picături de soluţie âe acetat bazic de plumb.Dacă soluţia nu 
devine opalescentă,precipitarea este completă. Conţinutul balonu- 
lui cotat se răcegte gi se conpleteazií la semn cu apă distilată, 
Apoi se lasă să se depună precipitatul gi se filtrează într-un 
pahar sau un flacon uscat.Ocantitate de 50 ml filtrat ae trece . 
într-un balon. cotat de 100 ml gi se adaugă 3-5 ul soluţia satura- 
tă de sulfat de sodiu pentru îndepărtarea excesului de acetat ce 
plumb. Conţinutul balonului se completează la semn, cu apă distila- 
tă gi se sgitü.Dupá depunerea precipitatului, solujia se filtrează 
pe hîrtie de filtru Cautitativă(pentru precip itate fine) sau sa 
MNA ah filtratul obţinut, se docează glucidele reducá- 
toare, 

Determinarea glucidelor reducátoare $n əxtractul Qefecat.In- 

, tr-un flacon conic de 300 ml se mooari cu o pipet,ă 1-20 mi fil- 


E 


trat gi se completează pînă la 25 nl cu apă distilatü.Se adaugă 
50 ml scluţie de complex tartro-cupric(reactiv 1) gi un vîrf de 
spatulă de pulbere de. talc sau piatră ponce. Conţinutul flaconului 
“se aduce la fierbere pe.o sită de azbest .Apoi,se fierbe. noderat , 
la flacără mică, timp de.5 minute(!).Dupü fierbere,flacorul(evi- 
tindu-se agitarea conţinutului) se răceşte în apă de conductü.In 
flacon se introduc 15 ml soluţie de HCl(reactiv 5) gi imediat 
(altfel oxidul cupros care trece în soluţie poate să ee oxideze 
cu oxigenul din: aer) se adaugă din biuretă 20 nl soluţie de iod 
0,0325 N. 

Flaconul se închide cu un uop de cauciuc,se agită confinu- 
tul prin rotire gi se lasă în repaus timp de 2 minute.Apoi se tie 
trează cu soluţie de tiosulfat de sodiu pînă cînd 2uloarea ames- 
tecului uin flacon devine galbeni închis. Se adaugă Cîteva picü-. 
turi de amidon gi se continuă titrarea pînă 1a dispariţia colo- 
ratiei indicios b AI flaconului va avea o tentă bleu 
pal). i 

Paralel cu proba de aan ist se execută o probă de control, 
în care extractul glucidic aste înlocuit cu un volum en vus 
de apă distilată. 


Observaţie.După fierbere,solutia din flacon trebuie să fie 
colorată în albastru.Dacá culoarea este galbenÁ,inseaunÁ că ex- 
tractul. vegetal are o concentraţie prea mare în glucide reducă- 
toare. In acest caz, sut aeram se repetă dilufndu-se extractul 
glucidic defecat, 


j Calculul rezultatelor. Cantitatea glucidelor reducătoare, ex- 
.primatá în grame de glucoză,în 100 g material vegetal proaspăt, 
se calculează după formula : 


z^ (n, -n4).F.100.100.100 ^ (n -n4).2.20. 


| 8. Y. 50.1000 B.Y 


» (8.1) 


unde : n, -ml soluţie de tiosulfat de sodiu consuzaţi pentru ti-. 
trarea probei de control; 

-ml soluţie de tiosulfat de sodiu consuma i pentru ti- 
trarea probei de analizat; 

F - factorul soluţiei de tiosulfat de sodiu; 

v = volumul de filtrat luat pentru determinarea glucide- 
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lor reduolitoare, tn nli ! 
z a- greutatea materialului vegetal, în grame. 


8.1. 2 DOZAREA ZAHAROZEI 


In toate plantele mai alea. în sfecla de zahăr gi. trestia de 
` zahăr, de asenenea în. Íegume, fructe etc.,aláturi de glucidele re- 
ducütoare se güsegte în. cantitate. însemnată zaharoza, care nu are 


proprietăţi reducătoare. Pentru determinarea acestei diglucide 


. este necesará hidroliza. ei prealabilă, care se realiseasi sub ac- 
fiunea HA d decurge după schema : 


"e. : : -iy 


Zaharoza a "d É  efp-giueoza. . f-»-fructoza: 


Reactivi. le Reactivii 1-7 utilizaţi pentru dozarea glucidelor . 
reducătoare; 

2, „Soluţie de, HCL 5$; — 

. 5.Solufie saturată de carbonat de. sodiu; 

4. Soluţie de rogu de metil ca indicator : 0, 1 g de Togu de me~ . 
til se dizolvă în 30 nl alcool etilic 969 gi se diluează la 50al - 

cu apă distilată. . 


. Modul de lucru. Pentru determinarem zaharozei se măsoară 


e is ml filtrat t pregătit pentru analiza „glucidelor reducltoare 


| “(obținut după precipitarea excesului de acetat de plumb cu solu- 
fie de sulfat de sodiu în: extraotul defecat), într-un flacon co- 
nic de 100 ml gi se completează cu apă distilată la 25 nl. | 

In flacon se adaugă 2,5 ml soluţie de HCl 5. Apoi, flaconul 
IT introduce într-o baie. de apá la fierbere gi se menţine tiap 
àe. 30. minute pentru hidroliza zaharozei. După terminarea hidroli- 
zei,flaconul cu soluţia. de cercetat se răceşte eu apă: de robinet . 
gi se. neutralizează imediat cu soluţie saturată âe carbonat de 
| sodiu în prezenţa unei picături: de roşu de metil.Se adaugă solu- 
|$ie de carbonat pînă. ce culoarea roşie a indicatorului virează j 


„în B rne penru neutralizare, în soluția obținută se deter- 


mini conţinutul — pe acesagi cala deacritk pentru giuci- 
, dele reducátoare,Resultatul,reprezentind suna glucidelor reducă- 
toare gi a zaharozei se calculează după formula (8.1). Sclásind 

, din această sumă: cantitatea. glucidelor reducătoare allim i- 
nutul zaharosei in materialul analizat. 


Importanta practică. Determinarea cantitativă a wonoglucide- 
lor gi diglucidelor în organismele vegetale tgi găseşte utiliza- 


re în practica de ameliorare şi selecţionare a unor noi soiuri 
de plante. Investigația biochinică poate evidenția. noile însuşiri 
dobtndite de un soi sau altul de plante pe parcursul selecţiei, 
indicíndu-1 pe cel nai PTEN. cerinţelor practicii agri- 
cole. 

In nims Cid da — largă a diferitelor subetanje 
chimice în agricultură(fitvhormoni,erbicide ,antidăunători etc.) 
poate să influenţeze biochimismul plantelor tratate gi atunci, 
este necesară cuncagterea modificării diferiților indicatori bi- 
ochimici,inclusiv a conţinutului de monoglucide gi diglucide. 

De asemenea, determinfnd cantitatea glucidelor solubile în 
produsele agricole supuse păstrării gi conservării sau prelucră- 
rilor tehnologice ,biochinistul poate recomanda condiţiile opti- 
me,care să whaia piorderea minim a a acestor: constituenți chi- 
mici. 


‘8.2. DOZAREA GLUOZEI 
In sîngele normal se găseşte o canti.ate relativ constantă | 
de glucoză,cunoscută sub numele de zahăr sanguin sau glicemie.De 
fapt, împretnă. cu glucoza în sînge se află gi alte glucide(fruc- - 
toză,glicogen etc),însă în cantităţi neglijabile.Intr-o serie de 
boli este important să se cunoască starea metabolismului- gluci- 


: dic, al cărui indicator principal aa fi considerat conținutul 
de glucoză în sînge. 


8.2. .AETODA HAGEDORE«JENSEN 
Principiul metodei. Proteinele conţinute în sînge sînt pre- 
cipitate cu ajutorul hidroxidului de zinc obţinut prin acăuga- 
rea sulfatului de zinc la scluţia de hidroxid de sodiu : 


ZnS0, + 2Na0H ——Na4SO, +. Zn (CH), 


ANS - Glucoza prezentă fn filtratul defeesat reduce, în. ssluţie AA | 
` calins gi pein inca aiba fericianura de. pisei în feroeianură de 
potasiu. după. schema : j 


fiii S opcram, e 


: Ferléiasnrü H-G-OR en - IE y us 
e potasiu | fe rm WR: ET e po- , 
Ip: "EM <: tasin 0 QE 

Glucoza i j A Acid - 


. gluconic 
< Deoarece soluţia de feri cianură conţine gi carbonat de m i 
are loc următoarea reacţie de neutralisere : 


xi [recon] + Na, — tyn[rcon, ]« Naio; 
E | Ferocianură de 
 sodiu gi. potasiu 
i Perocianura, astfel rezultată se „precipită e sulfat de zinc. 
“sub formă de sare dublă de zinc gi potasiu pentru a nu disocia 
îndărăt în feri cianură : 


axjra[ reco] + 3250, — elz FETU, * ruso, 7 


Ferícianura de potasiu,fiind luată în exces, este. redusă | 

 preporiíonal cu cantitatea de glucoză prezentă în. sînge (în. fil- 
„trat). Excesul de fericianură, care nu a reacţionat eu glucoza,se 
| titreazk iodometric.Fericianura în exces este redusă cantitativ 


de către iodura de potasiu în ferocianură, elibertndu-se o canti- 
: tate echivalentă de iod : , 


2x, [recon Jj + * 2KT — 2X [recon d + L, aS 
 Intrucit, această ep este reversibilă, ea se efectuează 


în prezenţa sulfatului de zinc, care formează cu ferocianura un 
complex insolubil : l i e 3 0. 


ex, [recen;] +. 5ZnS0, — tate [recan d „+ 3K50, 


Iodul eliberat astfel se titrează apoi cu tiosulfat de so- 
diu în prezenţa amidonului drept indicator : 


-179- 

Ip + 2825550, mai e Na, S406 

c ajutorul tabelului Hagedorn-Jensen,dupi parea să de tio- 
sulfat consumată la titrare se deternină conţinutul de glucoză în 
sînge. 

Reactivi.l. Solujie hidroxid de. sodiu N/10. Se: cintiregte la 
balanţa tehnică 4,5 g de NaOH gi după ce se spală repede de 5-4 
ori cu apă âistilată în scopul îndepărtării stratului de carbonat 
de la suprafaţă,se dizolvă în 1000 nl apă dístilati, 

2, Soluţie stoc de sulfat de zinc cristalizat poet Se pás- 
trează în sticlă brună. 

3,Soluţie sulfat de zinc O, 45%. Se preparăcu cel multiopt zi- 
le înainte de întrebuințare prin diluarea soluţiei 8toc(reactiv?2) 
Intr-un balon cotat de 100 ml se măsoară 1 ml soluţie stoc de 
sulfat de zinc şi se completează 1a semn cu apă distilată. 

4.Soluţie fericianură de potasiu N/200 : se cîntăregte la ba- 
lanta analitică 0,825 g de fericianură de potasiu,se trece într- 
un balon cotat de 500 ml gi se dizolvă în apă distilată.Se adau- 
gă în balon 5,5 g carbonat de sodiu anhidru,se dizolvă gi se 
completează la semn cu apă distilată. Soluţia se prepară cu 2-5 
zile înainte de întrebuințare gi se păstrează în sticlă brună. 
Reactivul este stabil circa două luni după preparare. 

5.Soluţie de iodură de potasiu, sulfat de zinc gi clorură de 
sodiu.Se prepară întti soluţia de sulfat de zinc gi clorură de 
sodiu :10 g de sulfat de zinc gi 50 g de clorură de sodiu se di- 
zoivă în 250 ml de apă distilată gi se filtreazá.In momentul uti- 
lizării,la volumul necesar de soluţie(cîte 5 ml pentru fiecare 
determinare). se adaugă 2,5% iodură de potasiu(de exemplu,în 10 
nl soluţie de sulfat de.zinc şi. clorură de sodiu se dizolvă ' 

0,25 g de iodură de potasiu). 

__6„Soluţie acid acetic 3%. Se măsoară cu o pipetă 5 ml de sm 
acetic glacial într-un balon cotat de 100 ml gi se completează 
la semn cu apă distilată. 

7.Soluţie de amidon 1%(pag.15) 

8. Solutie de tiosulfat de sodiu N/200. Se prepară pentru 
fiecare determinare dilufnd de 20 de ori o soluţie de tiosulfat 
de sodiu N/10(5.nl "rire qu de tiosulfat de sodiu se diluează la 


100 ml cu apă distilată fiartă). Inainte de întrebuințare, se de- 
termină factorul soluţiei de tiosulfat N/200 utilizînd o soluţie 
„de dicromat de potasiu N/200(0,2452 g K, Cr, 0, in . 1000 ml apă dis- 
tilatá) sau de iodat: de. potasiu N/200(0,1785 g- K10, în 1000 al 
apă distilată), In cazul folosirii soluţiei de dicromat se proce- 
dează cstfel : într-o eprubetă de glicemie(eprubetü cu diametrul 
de 3 cm) se măsoară - 2 ml acid sulfuric 10$.In această ‘soluție se ` 
dizolvă 0,1 g iodură de potasiu. Apoi, se. adaugă exact 2 ml solu- 
fie de dicromat de potasiu 8/200, 2 picáturi de solujie de amidon 
gi se titrează iodul cu soluţie de. tiosulfat de sodiu N/200 din 
mi crobiuretă pînă la decolorare, - ? 
Dacă se foloseşte soluţia de iodat de potasiu,se măsoară în- 
tr-o eprubetă de glicemie. 2 ml goluţie de iodat de potasiu N/200, 
E - m) acid acetic 3% gi 5 ml soluţie de iodură de potasiu-sulfat 
dé zinc-clorură. de sodiu.Se adaugă dou. picături 'de solujíe de. 
pfi gi se titrează iodul eliberat cu tiosulfat N/200 dem mi: 
erobiuretă pînă la decolorare. 

In cazul soluţiei de tiosulfat de voii exact. N/200 se con- 
sună pînă la decolorare 2ml soluţie de tiosulfat .Dacă acest 
lucru nu se. întîmplă, se află factorul soluţiei după formula Fi 
în care n reprezintă mililitri soluţie de tiosulfat O i 
„De „exemplu, s-au utilizat 1,98 ml soluţie. de tiosulfat. MERE 


ova ti P= PP = 1,01, 


. La dozarea glucozei, cifrele aflate în. titrări pentru solu- 
tia de tiosulfat se vor corecta, înmulţindu-le cu acest factor. 


Modul: de lueru.a) Precipitarea proteinelor . sanguine. In două 
eprubete (180/18 mn) se introduc cîte 5 ml soluție de sulfat de . 
zinc 0,45% gi cíte 1 ml soluţie de hidroxid de sodiu N/10. 

. Determinarea glucozei se efectuează în probele de sînge 
propi recoltat într-o eprubetă pe fluorură de sodiu“ (2. .mg de 
BaF. pentru fiecare ml de sínge)prin puncjie venoasá în plica co- 
tului sau direct în sîngele recoltat prin. înţepatea polpei dege- 


*Fluorura de sodiu prezintă unele avahtaje faţă de alţi agenti 
 amticoagulanți(heparină, oxalati etcj.Ea precipită. calciul,inhibă 
vai leucocitară si ‘blochează glicoliza. 


"ls 


tului. sau lobului urechii. i a 

Se umple o micropipetă de (0) ,1mlicu sînge proaapăt.Virful mi- 
cropipetei se gterge atent cu puţină vatá curată de sîngele ră- 
mas pe suprafaţa exterioară, apoi se tamponează ugor pînă cînd ni- 
velul sîngelui ajunge în nicropipetá la diviziunea corespunzá- 
toare de 0,1 ml.Conjinutul micropipetei se suflă în eprubeta nr.l 
cu ZnSO, gi NsOH.Se spală micropipeta, aspirînd gi surlfnd soluţia 
din eprubetă. pînă cînd pereţii micropipetei nu mai prezintă urne 
de sînge. Conţinutul eprubetei nr.2 serveşte pentru determinarea 
substanţelor reducătoare prezente în reactivi(proba martor). 

.Qu ajutorul unui stativ de tablă,ambele eprubete se introduc 
pentru 3 minute(!) într-o baie de apă clocotinădă. Proteinele sînt 
precipitate sub formă unor particule albe,uneori de culoare canu- 
gie,care sedimentează relativ repede. 

Intre timp se aşază într-un stativ două eprubete de glice- 
mie pe care se află cîte o pîlnie mică(diametrul 4-5 cm) prevăzu- 
tă cu hîrtie de filtru.Se spală bine filtrele de cîteva ori cu 
apă distilată fierbinte, aruncînd apa de spălare. 
| La sfîrgitul celor 5 minute se scot eprubetele din baia de 
apă gi se filtrează conţinutul fiecăreia, în eprubeta de glicemie 
corespunzătoare, Filtratul trebuie să fie foarte liapede.S8 spală 
eprubetele de defecare de 2 ori cu cîte 5 ml apă distilata fier- 
binte.Apele de spălare se aduc pe filtrele corespunzătoare.Se no- 
tează numărul gi conţinutul eprubetelor largi. 

b)Oxidarea glucozei gi reducerea fericianurii de potasiu. 
După terminarea filtrárii se îndepărtează pflniile gi în fiecrre 
eprubetă se măsoară cu pipeta exact(!) 2 ml soluție de fericianu- 
ră de potasiu N/200.Se agită ugor gi se introduc eprubete-e pen- 
tru 15 minute într-o baie de apă în fierbere.In timpul acesta s-a 
produs reducerea fericianurii de potasiu în ferocianură de către 
zlucoza prezentă în probă.Dacă soluţia din eprubeta nr.1 se deco- 
lorează complet după fierbere,se reface proba cu o cantitate mai 
mică de sínge.Dupá 15 minute,eprubetele se scot din baia de apă 
ji se răcesc la curent de apă. 
c)Determinarea excesului de fericianură de potasiu neredusă. 
După răcire se adaugă în. fiezare eprubetă cîte 3 nl soluţie de 
ZnSO, gi NaCl preparată cu XI(reactiv 5).2 ml soluţie 1e acid 


s B 


ic 3x gi 2-5 picături de. soluţie. de auidon 1%. Conţinutul e- 
prubetelor,2"DÁ adăugarea acestor reactivi,se colorează în albas- 
tru.Probele se titrează ca tiosulfat de sodiu N/200! dintr-o mic-:- 
| robiuretă de 2 ml adăugînă soluţia picătură cu picătură gi agi- 
tínd ugor pînă la dispariţia. culorii albastre.Virajul se urnăreg- 
"te pe ua. fond alb. Se notează numărul de ml de soluţie de tiosul- 

. fat utilizaţi. 1 

Martorul(eprubeta fürü einge) trebuie. să consume pentru ti- 
trare, cel pujin 1. 80 ml soluţie de tiosulfat, altfel nu "m buni 
. reactivii sau. filtrul n-a fost bine spălat. 


Calculul rezultatelor. După ce se corectează cifrele obţinute 
la titrare, înmulţindu-le cu factorul F al soluţiei de tiosulfat, 
se caută în tabelul Hagedorn-Jensen . cantitatea de glucoză în mg$. 
Pentru aceasta în prima coloană verticală din stînga tabelului: 
Hagedorn-Jensen se caută cifra corespunzătoare numărului de nili- 
litri de soluţie de tiosulfat de sodiu N/200 folosiţi pentru ti- 
trarea probei, citindu-se întregul şi prima zecimală. Cea de-a do- 
ua zecimală se. caută în prima coloană orizontală . delinitată de 
chenar. Cifra găsită la intersecţia dreptelor care pleac de la 
cele două valori corespunde cantităţii de glucoză exprimată în 
nghe Din valoarea citită pentru proba cu sînge se scade valoarea 
obţinută pentru martor şi astfel se. găseşte cantitatea de gluco- 
E în 100 ml singe, deci în ngh. 


Observaţii ne ÎN Zete- recomandabil ca atît. Mert de nme 
A gi martorul să se facă în dublu exemplar. 
2. Analiza se poate întrerupe pentru. cîteva ore 

-aapi filtrare (înainte de adăugarea fepicianurii). 
5.Metoda Hagedorn-Jensén este relativ nespecifi- 
^ el, întrucît fericianura. de potasiu. reacţionează, în afară de glu- 
coz gi cu alte substanfe reducătoare prezente în. mod normal în 
sînge, de exemplu, acidul. uric, creatinina,glutationul etc, Acesta 
nu este un inconvenient prea mare, deoarece concentraţia substan- .. 
elor reducătoare prezente în sînge, cu excepţia glucozei, este re- 
 lativ constantÁ,metoda permitind evaluarea justă a oscilaţiilor | 
survenite exclusiv în concentraţia pcne sanguine. 


DONE T 


abe 


.8 


. Tabelul PPF cai mate in pentru calcularea cantității de glucoză 


1,9 


^ So utie 
j Na S. 03 

.M/200  . 
0,0 585 
0,1 | 555 
0,2 : 351 
0,3 310. 
0,4 290 
0,5 270 
0,6 251 

. 0,7 232 
0,9^! — 215 
0,9 195 
1,0. 177 
1,1 159 
1,2 ^" 2341 

uv. 124 
1,4 106 
1,5 | C88 

1,6 070 
1,7 052 
1,8 024 


„017 


382 
352 
329 
308 
288 
268 
249 


230 


211 
193 


175. 


157 
159 


„122 


104 
086 
068 


050. 
032 


015 


Cantitatea de 


379 
350 


327 


306 
286 
266 
247 
228 
209 
191 
173 


135" 


138 


120 


102 
084 
066 
048 
-031 
014 


376 
348 
325 
504 
284 


264 


245 


226 : 


208 
190 


172 
154 


-373 
545 
323 
302 
282 
262 
245 


370 


345 


321 
300 


567 


541 
518 
298 
278 
259 
240 
221 


202 


184 
166 
148 
151 
115 
095 


9,00 0,01 0,02 0,05 0,04 0,05 0,06 0,07 0,0€ 0,09 
ucoră în ng% 


564 
558 
316 
296 
276 
257 
238 
219 
200 
182 
164 


146 
129 


1211 
093 
075 
057 
039 


022 . 


005 


358 
229 
312 
292 
272 
255 
254 
215 
197. 
179 
161 
143 
125 
108 
090 
072 
054 
036 
019 
002 
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| 8. 2. 2.NICROMETODA CO LORIMETRICA g ORTO-TOLUIDINA. 
 Principiul metodei.Glucoza reacţionează la cală,în soluţie. 


cU epe acetic; cu orto=toluidina, dînd. un compus - colorat. în. verde 


"eu: maximum de absorbţie la 630 nm. In ce “priveşte natura: compusu- . 
lei colorat „ae iat ami că. el poate fi o bază Schiff : 


ian | Now MO 
i H-0-0 i Gu "oae CM. NSC-H 
,H-C-OH O HoN | | COR 
BO- G-H + : yip HO-O-H. 
H- oH orto-  . Ho y NE 
H-C-OH Toluidinli id? Pa „B-G-on 
ČH, OH į | , COH 
glucoză i Baza Schiff 


 Reactivi. le Orto-Toluidink pură, Reactivul trebuie să fie jn- 
color sau slab colorat în galben. Se: păstrează. în frigider într-un : 
vas de sticlă brună, închis. ermetic.Orto-Toluidina. avînd culoarea . 
galbenă sau rogietică ae: purifick. prin distilare(pe o plită elec- 
" trick cu “sită de asbest sau pe "baie. electrică cu. nisip). Este re- 
comandabil ca orto-toluidina, si. se distile în vid, întructt la. 
temperatura de fierbere: 'de +200, 2%0 ea se. descompune. La o presiu- 
ne de 80 mn coloană de mercur,temperaturá de fierbere a ortó-to- 
luidinei are PR va 12190,âevenind. posibilă obţinerea PEESI 
‘lui incolor. ; 

~- 2eAciàd acetic. glacial. i 

5.Tiouree . . 

4. Reactiv orto-toluidinic.Se. dizólvü 0, 15 g. tiouree fn 94 
.ml.acid acetic glacial. Soluţia obţinută: se amestecă cu 6 nl orto- 
. toluidină incoloră. sau slab colorată în galben.Reactivul. orto- 

toluidinie este stabil şi se. păstrează la rece. 

9. Soluţie: de acid tricloracetic 3%, . 

6. Solujie de acid benzoic 0,29.Se dizolvă 0; 2 g ae acid ben- 
zóic cristalizat în. 50 m apă distilată, prin îheălzire pe baia de 
apă. După răcire la temperatura. camerei, soluţia. 8e transvazeazá 
într-un balon odtat de 100 ml. gi se ori tii la semn cu apă 

Ne 
-To detet etalon de ubani Se prepară în momentul utilizi- 


SN 


(285 = 


dai. dizolvind 100 ng de glucoză p.a. anhiürk în 1C2 Li soluţie de 
acid benzoic 0,2%. Se. conservă în frigider. 


_Modul de lucru. Intr-o. eprubetă de centrifugă. se măsoară 0, 9 j 
nl soluţie de acid tricloracetic 3% gi se adaugă 0,1 nl sfrge. Se 
agită gi se centrifughează 10 minute la 3000 rota*ii/min.In. para- 
: lel se pregăteşte o probă etalon conținînd 0,9 ml soluţie de acid 
tricloracetic 5$ gi O,l1 ml soluţie etalon de: pe ret: 100 ag%(în 
cazul unui conţinut ridicat de zahăr în sînge se utilizează o so- 
lufie etalon de glucoză cu concentraţia 300 sau 500 mg$) Apoi, în 
3 eprubete uscate de 16x160 mm re introduc separat 0,5 ml superna- 
tant gi 0,5 nl soluţie din proba etalon. Intr-o. a treia eprubetă sọ 
măsoară 0,5 ml soluție de acid tricloracetie 3%. Această probă va ` 
servi pentru controlul reactivilor(nu este totdeauna necesar). L 

| In toate eprubetele se adaugă cîte 4,5 ml soluţie de orto- 
toluidinl(reactiv 4).Eprubetele se introduc pentru 10 minute!) | 
într-o: baie de apă la fierbere. 

După acest interval de: 'tinp, sprubetele se iod în apă de 
robinet. pînă la temperatura camerei .Probele cu sînge gi cu soluţie 
etalon se fotometrează la 650 nm(filtru rogu),folosind pentru com- 
pensajie proba de. control sau apa distilat&(deoarece extinejia 
prensi de control a reactivilor practic esta zero). - 


Observaţie. 0u scopul econonisirii de reactivi ,se recomandă 
“adăugarea a 2 ml reactiv orto-toluidinic(reaotiv 4) la 0,5 mi su-. 
pernatant.Aceastü variantă se poato aplica gi în cazul sîngelui y 
cu un conținut ridicat de zahăr dacă un volum determinat de cen- 
trifugat(0,1-0,2 ml). se diluează cu ser fiziologic la O ,5 ml,care 
se supune operaţiilor descrise. în modul de lucru.La calcularea | 
, Tezultatelor se va ine seana de gradul de dilojie. . 


Calculul rezultatelor. Cantitatea às. glucoză, exprimată în mg, 
„în 100. ml as se peate calcula după formula 1 


unde : Dois extineţia probei cu sînge ; 
R 3.7 extincţia probei cu glucoză gi 
100 - concentraţia glucozei în proba etalon. 


aW A 


Dacă extineţia probei cu sînge depăşeşte valoarea de 9 8, 
` singole se va dilua 1n mod corespunzător. $ 


i | Variaţii fiziopatologice.In sîngele omului sănătos s elicenia 
Ee între 60-110 ng glucoză/100 ml. 


Determinarea glicemiei are o importanţă deosebită pentru ex- 
plorarea modificărilor metabolismului glucidelor sub influența di-. 
ferijilor factori de. natură fiziologică sau patologică. Cregterea . 
. cantităţii de glucoză în singe (hiperglicenie) este cauzată de e- 
moţii, frig,altituóine, schimbarea climatului „precun gi de alimen- 
tajie.Intrebuinjarea unor medicamente, ca- morfina, atropina, aneste- 
zia cu eter gi cloroform produc gi ele.o uşoară hiperglicemie., 
Scăderea cantităţii de gine. 1n sn Op Lots) se observă 
în efortul muscular deosebite , 

In patologie întîlnim variaţia glicemiei într-o serie de bo- 
li.Astfel, diabetul zaharat ,hiperfuneţia medulosuprarenalei Baa 3 
 adenohipofizei,unele tulburări- ale sistemului nervos central sînt 
însoţite de hiperglicemie,iar hiperinsulinismul, inanijia,boala 
lui Addison, insuficiența funcţională! a hipofizei „diferite boli 
ale ficatului etc. le Bi papii ovd 


8, 5.DETEHMINAREA | CANTITATIVA A A _OLICOGENULUI 


Glicogenul,polimer al alta-D-glucozei reprezintă forma prin- 
cipală de rezervă a glucidelor în organismul animal. Prezenţa gli- 
cogenului 8 fost dovedită în toate organismele animale aflate pe 
' diferite trepte de dezvoltare evolutivă. La animalele superioare 
cel mai. bogat organ în glicogen este ficatul. In cantitate mai 
„mică această poliglucidä se găseşte în muşchi creier etc. - 


Principiul metodei. Tesutul animal este supus desmolizei la 

, ceald,in soluţie. puternic "alcalină. Glicogenul conţinut în desmoli- - 
_zat,în prezenţa acidului sulfuric concentrat,este scindat în glu- - 
. coz, care 86 ums avari cu formarea 5-hidroximetilfurfurolului: 


HOHC CHOH | | Hc-——tUH . 
P 4, 0C—CHOH "roue E ce 'HOH sah Lis — (HO 
12 ra =, ZIP Een 

Glucoza ` e 


5-Hidroximetilfurfurol 
Prin. condensarea hidroximetilfurfurolului cu antrona rezultă un 


derivat chimic care coloreuză soluţia în verde-albăstrui , inten- 
sitatea vasa rie fiind proporţională cu concentraţia glucozei 


Ae Cu ' obţinută fn urma degradării glicoge- 
ZU Ne 
Ge. "C^ COH nului tisular.Condensarea se realizea- 
jn | | | zh între grupa aldehidică a kbidroxi- 
Pui 4 SP a | metilfurfurolului gi grupa aetilenică 
F E activă din molecula antronei. | 
Antrona. 


Reactivi.l.Solufie de hidroxid de potasiu 505. 

2.Solujie de acid sulfuric 95%.La 5 ml apă distilată se. 
adaugă cu atenţie 100 ml acid sulfuric concentrat gi se răceşte. 

5.Soluţie de antronă 0,2% în acid sulfuric 95%.Se dizolvă 
. 0,2 g an'ronü în 100 ml soluţie de acid sulfuric 95%.Reectivui 
(3) este puţin stabil gi se prepară cu 1 oră înainte de utiliza- 
re. Se poate folosi numai în ziua efectuării determinării, | 


Modul de lucru. Intr-o eprubetă(cu dimensiunile de 20x150mm) 
din sticlă termorezistentă se măsoară 3 ml soluţie de hidroxid. 
de potasiu,se închide cu un dop de cauciuc şi se cîntăregte. Apoi, 
se introduce în eprubetă o cantitate de 0,1-0,5 g de ficat tăiat 
în bucăţi nici ,se închide eprubeta gi se cîntăreşta.După diferen- 
. $a între cele dou cîntăriri se află cantitatea exactă a jesutu- 
lui recoltat, Se scoate dopul gi eprubeta se introduce pentru 20 
de minute în baia de apă în fierbere. După răcire cu apă de robi- 
net, conţinutul eprubetei se trece într-un balon cotat de 100-250 
' nl,spálind de mai multe ori cu apă distilată,se completează la 
semn gi se agită puternic, 

Din soluţia de glicogen. obţinută astfel se măsoară 0,5-5,0 
zl într-o eprubetă(cu dimensiunile de 30x200 mm) din sticlă ter- 
morezistentă gi se completează pînă la 5 ml cu apă distilată 
(4,5-0,0 nl).In acelaşi timp în altă eprubetă identică se măsoa- 
ră 5 ml apă distilată pentru martor.Ambele eprubete se introduc 
într-o baie de apă cu gheaţă.După răcire,în fiecare eprubetă se 
adaugă ,agitină continu cu atenţie,dintr-o biuretă,sub foraă de 
. jet subţire cîte 10. nl soluţie proaspăt preparată de antronk în 
acid sulfuric. 95%. Eprubetelc se acoperă cu o pari de sticlă gi 
se introduc pentru 10 minute într-o baie de apă în firrbere. 


4 "„eprubetele. se lonas în. apă cu gheafl ; gi se deternină dme iut 
extincjia probei cu glicogen în raport cu martorul cu ajutorul ` 
unui fotoelectrocolorimetru la Japisee de und egală cu 620. nn 
sau utilizînd filtrul rogu. 


Calculul rezultatelor. După valoarea extincţiei citite se. | gá- 
„seşte pe curba etalon. cantitatea de glicogen în volumul de soluţie 
.luat pentru reacţia de culoare. Apoi, 3e, calculează conţinutul gli- 
" pomeni is Nep duat în mgă, in tesutul. studiat folosind. oaza ` 


q = 3:Y2100 omg, 


unde a -cantitatea dé. glicogen, în a p cy pe: “curba diiré H 
adf -volumul (mi) la care s-a diluat desmolizatul obţinut în | 
E urma tratamentului cu hidroxid. de potasiu ; 
. Y -volumul soluţiei de Îi tota QNA. luat pentru serii ape de 
culoare ; 
p -greutatea țesutului analizat, in å $ 
100 -coeficient de. transformare în procente (%). 


Construirea curbei etalon.Pentru construirea curbei Staicu 
se utilizează o soluţie standard: de glicogen,care se prepară di- 
zolvînd exact 40 mg de glicogen într-un balon cotat de 500 ml în 
apă distilată fierbinte,După răcirea soluţiei la temperatura ca~ 
merei,se completează volumul la semn cu apă distilată gi se agită. 
Această soluţie confine 0,08 mg de glicogen într-un ml.Din solu- 
- ġia obţinută se prepară o serie de probe pentru trasarea curbei 
etalon, năsurînd în eprubete perfect uscate(cu dimensiunile de 
30x200 mm) volumele de soluţie indicate în tabelul 8.2. 

Este recomandabil ca adăugarea soluţiei de antronă să se 
efectueze la un interval determinat de timp(de exemplu,5 minute) 
de la o eprubetă la următoarea din serie.Dupá ce eprubetele se 
răcesc la temperatura camerei,se citesc extincfiile la un foto- 
.electrocolorimetru ,la lungimea 620 nm(filtru rogu). i 

Rezultatele obținute la citirea probelor etalon la.fotocolo- 
rimetru sînt utilizate pentru construirea curbei etalon,înscriin- 
du-se pe ordonati valorile extincţiei E gi pe abscisă concentra- 
tia glicogenului în probe,exprimată în mg. 
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Tabelul 8.2 


Numărul probei  . 4 


Reactivi i 
H . n- - . : 
: i — ND PRE popi 
titatea de » CN, 
glicogen în .0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,16 0,20 


robă (m 
ds safe rara O 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 2,00 2,50 
E: (aj ^*^ 5,0 4,75 4,50 4,25 4,00 3,15 5,50 5,00 2,50 


Probele sînt răcite fn baia de ¿pă cu gheaţă 


Solutie de an-.  . . TA 
.. troná ml) 10" 30". 10 "~ 10 AO NIO 19 "1D 16 


Probele se introduc pentru 10 minute într-o baie de apă la 
fierbere gi apoi sînt rácite în apă de robinet 


Importanţa practică. Dete oii conţinutului de glicogen 
“în diferite organe are.o valoare deosebită pentru investigarea 
stărilor fiziologice gi patologice ale organismului animal,precum 
şi pentru cercetarsa influenţei anumitor factori asupra metabo- ` 
lismului glucidic. 
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METABOLISMULUI GU CIDELOR 
8.4. le DETERMINAREA ACHVITATII AMILAZELOR 


Amilazele. catalizează hidroliza. legăturilor VE f-gitoosi - 
4 — în AX -glucanii de tipul amidonului şi glicogenului sau în 
produgii lor de scindare. După. acţiunea acestor. enzime asupra | 
substratului se deosebesc trei tipuri de anilaze 1 
1)eC-anilaza(e(-1,4-glucan-glucanohidrolaza, 1.0, 5.2.1.3) 
scindează legăturile cC -1,4-glicozidice în amidon şi glicogen, cu 
formarea de oligoglucide(dextrine) şi o cantitate determinat de. . 
maltozB ; j | 
N. B -amilasa (e -1, prises No EC.5. Ta 1-2) bor. 
Itiel legăturile œ -1l,4-glicozidice în amidon gi poliglucidele 
asemănătoare, eliberînă succesiv resturile de Prmaitoză de la ca- 
opátul nereducător al lanţului poliglucidic ; 
| 3) T-amilaza sau glucoanilaza( -1, 4-glucan-glucohidrolaza, 
EC 5.2.1.2) hidrolizează legăturile c -1, 4-glicozidice în amidon, 
glicogen, dextrâni ete. ,scindînd succesiv resturile de glucoză de'. 
a d capătul nereducător al moleculei de polizaharidš. 
e(-Amilaza este „răspînăită în organismele animale,în plante,- 
ciuperci gi bacterii. A-Anilaza a fost evidenţiată. în unele. | 
plante. superioara : orz „soia,grîu, porumb, cartofi gi.altele.2'-Anmi- 
laza se găseşte larg răspînaită la zeu tel şi în ponis 
le animale. 
.Metodele de determinare. a activităţii au dedii se bazează, 
fie pe dozarea "maltozei gi glucozei formate din amidon,fie pe es- A 
timareá “cantităţii de amidon nescindat, utilizînd în acest scop 
reacţia lui cu = datul, 


8. 4.1.1. DETERMINAREA ACTIVITATII e - AMILAZEI 
IN SERUL SANGUIN SI URINA 


M MM XL e 


In organismul animal situatie se sintetizează predominant 
la nivelul pancreasului şi glandelor salivare ,de unde trece în 
singe gi se elimină pe cale renală. c(-Amilaza de provenienţă. | 


[i 


animali este activată de ionii de "- în concentrajie d) 0, 0l g 
gi inhibată de ionii de eitrat gi oxalat. 

Determinarea activităţii e(-amilazei în ser, urină gi în sus 
cul duodenal- constituie un important test pentru explorarea fizio 
patologică a pancreasului. 

MIGRONBSQDA WARAIS SI BIETH | 
 Briasinial metodei. Alfe-anílasa hidrolizează în timp de 30 
minute, la 370 C,o soluţie tampon de amidon.La efirgítul perioadei 
de incubeţie, amidonul rámee nescânădat este dorat fotometric la 
580 nm după oelorajia violet pe care o dă această . Tus cu 
iodul. - - 
| Beaetivi. le Solujie RA de fosfaji M/15 cu pH 7,4.Se ames- 
tecă 81,5 ml soluţie de NajHPO,.12H,0 M/15(25, 8815 £/1000 ml) cu 
„28, 2. ml soluţie de mpm M/15(9,078 g 1n 1000 pahis Se conservă la 
4? C. . 
, 2eSoluţie stoc de amidon 1%.5e dizolvă i g de amidon solubil 
în 100 ml soluţie tampon de foesfaţi (reactiv 1).Soluţia de amidon 
se fierbe cîteva minute pentru distrugerea microorganisnmelor. 
Această soluţie este stabilă citeva săptămîni dacă se conservă 
la + 49%, | 
j.Solujie de iod N/5000.Se prepară extemporaneu prin dilua- 

rea unei soluţii de iod N/10.Pentru a obţine 100 ml soluţie de 
ied N/5000 se diluează înţr-un balen cotat 0,35 ml pita de 
„iod N/10 1a.100 ml cu apü distilată. 

4,Soluţie de acid clorhidric 1N.Se diluează 9 ml de acid 
clorhidric concentrat(d=1,19) 1a 100 ml cu apă Hacia ti pantén 
balon eotat. 


Modul de lucrg.a)Dilparea lighidelor biologice, In rod nor- 


mal determinarea activităţii c(-anila&ei se face cu: 
-ser nediluat ; i 
-urină diluată 1/5 cu ser fiziologic gi 
-8uc duodenal diluat cu ser fiziologie pînă la o cctivitate 


potrivită, 
b)Deterninarea actâriiătii alfa-apilazei. In momentul eiec- 


tării lucrării se prepară o soluţie de amidon 0,3% din soluţia 
stoc de. amidon (2), ,prin diluere cu o solu:ie tampon 30%. 


d două iai P pípetessk d de reactivi inais ` 
cate fn tabelul 8.3... , Și 


— Tabelul 8.3 


Nu Wb Ops THUS" NN : 
Ra e a: c. eri i Y i PX Cercetat. Control. 2 


“Solutie de amidon 0, a DX RUE L. 


Eprubetele se introduc pentru 5 minute într-un. termostat la 31? e | 
 Lichid biologic de analizat (nl) M. EM 4 02 ow ia 
per incubează . exact 30 minute FA 37°C di d ui Lr 
Soluţie de acid clorhidric lN(m1) ^ ~“ 0,10 : 0,10 
 Lichid biologic de analizat(m1) .- Seu OS aree: 
Apă distilath(ml) e n e. 5, 5 7, 2,0. | 2,00 
iot de: iod 1/3000 (a1) je SN - 10,00 iteme 00 


A Se agită si se citeste. keota probei de control (E) : gi a 
probei de cercetat (E3). 1a un electrofotocolorimetru la lunginea 
, de undă egală cu 580 na, folosind vete compensație soluţia de 

`. iod 8/5000. i 


Calculul rezultatelor.Activitatea: Miré-emilisél se “exprimă | 
în unităţi: Wohlgemuth. într-un ml (Ù. W/ml) gi reprezintă numirul. ng 
„de amidon hidrolizat în timp. de 30 anim 51^ C,àe un ml de li- 
chad biologic. y X 
: "Extinctia E, corespunde la p 5. mg de. amidon.Diferenja B-E 
reprezintă cantitatea de amidon hidrolizat sub. acţiunea amilazei 
din 0,02 mn. lichid. de cercetat. Cantitatea(X) de. amidon: nidrolizat, 
pre în ng, în *imp de 50 minute va fi: 


, -Pentru a sbios -— a de amidon hidrolizat în timp de. 
30 ninute,la 57?C,de enzima dintr-un nl de ser sanguin(U.W/m1) 
se amplifică cu 50, întrucît volumul probei de Saraja, este 
0,02 ml: 


-95- 


Us m) E IA 5.0 
E 


La determinarea activităţii o(-amilozei în urină sau sucul 
duodenal se va ţine seama de diluarea lichidului biol:gic efectu- - 
at eventual. 


Observaţii .1.Dacă extineţia E, este mai mică dectt jumătatea 
extincţiei E, ( Ba ) se diluează lichidul biologic cu ser fi- 


ziologic pînă la o activitate corespunzătoare gi se repetă deter- 
minarea. : 

2.Pentru determinarea a activității eC-emilazei se recomandă 
să se folosească serul sanguin şi urină proaspete.O henoliză 
ugoară nu influenţează rezultatul cercetării. | 


Importanţa practică. Amilazenia(activitatea amilazei arise) 
are valorile normale cuprinse între 4,5 gi 10,1 U.W/ml.in practi- 


că se admit valori anormale acele care depügesc de două ori valo- 
rile fiziologice,adicá 15 U. W/ml,ca gi valorile de trei ori mai 
mari care sînt net patologice(22 U.W/ml). 

Anilazuria(activitatea amilazei în urină) variază foarte pu- 
ternic,în funcţie de volumul urinii din 24 de ore : 45,5216, 5U.W/nl. 
Creşterea activităţii amilazei se fntflnegte,mai ales,ín 
bolile pancreasului. In pancreatita acută activitatea amilazei se- 
rice gi urinare se măreşte de 10-50 ori.Hiperamilazemia se insta- 
lează imediat după începerea bolii, înregistrează maximul la 12-24 
de ore gi apoi scade repede revenind la normal în 2-6 zile.De' 
obicei hiperamilazuria se prelungegte mai mult decir creşterea 

activităţii enzimei în serul sanguin. 

Pancreatitele cronice, cancerul pancreasului nu duc la o 
cregtere pronunţată a activităţii o(-amilazei sangu.ne gi pentru 
diagnosticaréa lor se utilizează aşa-numitele probe provocate. 
Activitatea amilazică poate fi mărită într-o aerie de raladii 
care au un tablou clinic asemănător cu pancreatita acută: apendici- 
ta acută,peritonita,ulcarul perforat al stomacului,ocluzia intes- 
tinalK,colecistita acută.In cazul peritonitelor activitatea ami- 
lazică se datoregte amilazei sintetizate de bacterii.Activitatea 


- 94 =. 


qnt în bolile. indicate. se intensifică de 3-5 ori . 

Deci ,hiperanilazemia puternic. exprimată permite diferenţie- 
rea: pancreatitei acute nu numai- de bolilo cronice . ale pancreasu- 
lui,ci gi de alte afecţiuni. . 

Aproape totdeauna amilazemia este însoţită de amilazurie,în-. 
să. determinarea activităţii aniluzi ce. urinare este un indicator 
diagnostic mai. puţin exact, întrucât. eliminarea amilazei fr. urină 
poate fi corelată cu funcţia rinichilor. i 
COM Cregterea activităţii anilazei serice în bolile cronice ale 
- rinichilor gi în ureniile. acute se poate. explica prin diminuarea 


aau lipsa eliminării enzimei. pe. cale renală. 


| ` Determinarea activităţii amilazei în sînge gi urină poate 

„oferi. unele indicații. asupra stării funcţionale a aparatului re- 
nal.In nefroze,glomerulonefrite etc, ,activitatea amilazică a sîn- ` 
. gelui este crescută, iar cea a urinii scade sub valoarea normală, 


"d Coeficientul amilazemie/amilazurie poate sluji: ca un indicatcr 


“al realizării depline a. procesului de filtrara glomerulară. 
„O altă maladie caracterizată. prin ridicarea însemnată a ac- 
Otivitüpii amilazei în sînge este parotidita, dar tabloul clinic 
clar al acesteia dá posibilitatea diferenţierii hiperamilazeniei. 
Administrarea 'cortisonei gau ACTH intensifică activitatea enzi- 
mei de cîteva ori. M5 ; i 

In afecțiunile ficatului (hepatite, ciroze „intoxicații, tumori 
canceroase gi metastazele lor în ficat), se observă scăderea ac- 
tivitäții amilazice a sîngelui. Hipoamilazemia, de asemenea,se ob- 
servá în ersurile întinse. ale pielii, diabetul zaharat sdispepsii, 
— etc. 


8. 4. 1.2. DETERMINAREA ACTIVITATII X-AMILAZEI | 


SI A=AMILAZEI. IN PLANTE | 


„In plante. se înttlnesc d- gi f-ani laze,a căror activitate 
creşte apreciabil în timpul germinagiei seminţelor conținînd o 
eantitate mare de amidon.Cregterea activităţii .anilazice în tin- 
pul gerninaţiei. seminţelor : de graminee se explică în cazul d- 
amilazei prin. sinteza. de. novo a enzimei ,iar pentru f-amilază ; 
este specifică activarea zimogenului ei sub influenţa stimulato- 
“rilor naturali de cregtere din clasa giberelinelor şi auxinelor. 


. aroma wORLTING-BEPNIRID w 
Principiui metoRei. e-4nilazs sau Bestes. hidroliseafs 
»n2doaul eu formere de naltonă liberă. Aceasta reñuce acieul 3,5- 
dinitroselieilie la acid 9-axino-5-nitroerlicilie às | 
oranj care este determinat 2olorimetric la 540 ma. In paralel cu 
proda ĉe analizat ce efectuează un control cu extzeet enzineiie 
pentru substanțele reducătoare ce le-ar putea conţine eventual, 


Reaetivi.l.Solugie tampon acid eitrie-eitrst trisotic 0,23 
cu pH 5,6.Intr-un balon cotat de 500 nl se dizolvă 2,8789 g acid 
eitric(CQH,0.. H40) în circa 100 pl apă distilată şi apoi se in- 

„ troduc 12,9649 g citrat trisodiei CQHoMe SO) - ‘folosind 200-500 
. ml apă distilseti.Inainte de cospletarea volumului balonului notat 
la sema(500 ml) cu apă dđistilată,se verifică pE-ul soluţiei e . 
ajutorul pHeaetrului gi dae este cazul se corectează cu soluţie 
„de NaOH IN sau cu „soluţie! de acid citric, 

2. Soluţie de amidon 2%. Suspensia obtinutá prin smestecareo 
a 2 g de amidon cu 20 ml apă dintidată se adaugi 1s 90 ml api 
distilată în fierbere ;se contine fnelizivea pînă la elerifien- 
rea soluţiei, 

 5.Solugie dg séid 3,5-disttrosatteiiie 1%.Sa amestecă T 
de acid 2,5-dinitrosalieiléie eu 5-10 ml de apă àirtilstk.La a- 
 mestocul obţinut se adag lent gi agită - ecntinsu 20 ml o- 
lu$ie de NaOH 2W. După dizolvarea completă a reactivului,la tempe- 
ratura Camerei,vol "soluţiei se aduce la 50 zl cu api distila- 

tă si se adaugă 30 de aere Seignette.Se agită. pînă la "TEE id 
rea tartratului w de sodiu gi potasiu,se compiatoasă volumul 
soluţiei ia 100 ml eu apă distilată $i se filtreas&.Solu]ia de 
aciă 5,5-dinitzoselicilie se conservă în flacoane de canlosre 
brună cu închidere ermetiel pentru“ ovitarea 4dioxieéuisi Ge carton, 
a cărui prezenjă poate diminua alomlínitatos reactivulut. ariei 
eniînd asupra rozulteatelor. 
| 4.Solmiie etalon de »altoziM(200 ng maltoză | se dizolvă fn shi 
100 ay apt distilată), 

i da kea oi -emilapei.Q, eputitmte Bine de- 
terminată de material biologic fin omoxenisat prin mücinzre seu 
Jojarsre se extrege ou apă bidistilati.In cazul beainjolor de 


c »guainoase etc,0,100-0,500 g de făină se extrag ci 5 nl 
apă bidistilatu,răcită 1a +49C0.Bxtracţia enzimei se efectuează pa 
o perioadă de 50-60. minute,prin agitare cu interni tenţă (după fie- 
care 10 minute’ repaus, se: agită un. minnt), la temperatura camerei 
sau mai bine într-o baie de. apă cu gheaţă. Beziduul insolubil se 
separă de extractul: enzimatice prin: 'gentrifugare . timp: de 15 minute 
a 3000: rot. „/ain. Dacă 'extractul enzinatie: confine gi B-enilazá, 
atunci ei se termostatează. Ja: 7000 C pentru 15 minute,apoi se ră 
-cegte repede “într-un vas eu api de robinet. Pe: această cale $-a- | 
 milaza se inactiveaza Mel «.-amilaza plstrinán-gi activitatea 
catalitică. 


Extragerea  p-amilazei,uateriaiul! biologic fin omogenizat se . 
extrage cu o soluţie. de cisteiná. M/1000 în soluţie de NaCl 6% | 
(pH 6),în raport de un gram la: 10 1; timp de 12 ore,la temperatu- 
„ra: camerei, agitînd periodic amestecul. Extractul. enzimstic ao se- | 
pară prin centrifugare, la 25000 rot/min. timp de 15 minute.In su- 
pernatantul. obţinut poate fi prezentă atit eL-emilaza cft gi 
fi-emilaza. Inainte de determinarea activităţii B -anilazei, x-a- 
. niiaza trebuie sÁ fie inactivati. In acest. scop, pH-ul extractului 
enzinatic, contintnd ambele amilaze. menționate mai as, este adus 
1a valoarea 3,6 cu ajutorul unei soluţii de. acid acetic IN. Adăuga- 
rea soluţiei de acid. acetic se face sub agitare,iar pH-ul exact . 
se determină la un pH-metru.Dupá coborirea pH-ului la 5,6, ameste- 
„cul se centrifughează. la 3000 rot. /nin. ,timp de 15 minute.Enzima 
l -amilaza inactivată prin denaturare. acidă se îndepărtează sub 
forma precipitatului sedimentat în urma 'centrifugării, Supernatan- 
tul obţinut, va fi utilizat drept sursă de „B-anilază. 


Determinarea activității e£-amilarei sau A-emilazei. „In două 
eprubete curate şi uscate se măsoară cite 5 ml soluţie tampon ci- 
trat O, iM cu pH. 5,6.In prima eprubetă se pipetează 2 ml soluţie - 
de amidon. 2%, iar în a doua eprubetiá-2 ml apă distilată „gi se agi- 
tă conţinutul. lor.Prima aprubetă. se introduce înti-un termostat 
cu temperatura de 40° , pentru 10 minute.Apoi, în fiecare eprubetă: 
se adaugă 0,5-5 ml extract enzimatic, dupá cum se presupune că si — 
"amilaza sau A -amilaza este mai mult sau mai puţin activă. Con$i- 
nutul eprubetelor se agitá cu atenție. Prima eprubetă, constituind 


proba de eeroetat,se incobeezü 1a 40"C,timp de 30 minute(1).A . 
doua eprubetk serveşte drept martor pentru diglucidele reduelitoa- 
E. existente eventual în extractul enzimatic.Estimarea acestor 
substanţe. se. “face. imediat după adăugarea. extractuluí enzimatio în ` 
eprubeta martor, prin. acelagi procedeu ca esl folosit 2g. dozarea . 
maltozei. formate in: proba. de. cercetat sub acţiunea ensinei rosi- 
peetive. 

La afirgitol teraostatării ete de cureetat,aceasta [E ră 
'cegta 5 minute într-o baie cu. api de robinet. In incubatul răcit 
8e dozeazü cantitatea de maltoză eliberată sub acţiunea ien 
zei sau f -onilazei asupra emiconului. t 


Dozerea maltozei.In trei eprubete uscate: se , măboară cîte. 1 
E soluţie de acid 3, 5-dinitrosalicilic 1%.Una àin, eprubete nota- ; 
tă. cu C,se va- utiliza. pentru controlul reactivului de. culoare. In | 
a doua! gi a treia eprubetă se măsoară 0,5-2 ml incubat din proba - 
de cercetat gi respectiv. martor. Soluţia de acid 5,5-dinitrosali- 
cilic fiind puternice MAPA par cazi imediat soţiunea catali- 
"tici a enzimei, 
Toata cele isi. omite Mie e SUR RE 
„10006 gi se menţin exact 5 minute din momentul în care apa taces. 
pe să fiarbă din nou. După răcirea. probelor în apă “de robinet, Yolu- 
lunul lor se completează la. 10 ml cu apă distilată, Se agită con~ 
tinutul eprubetelor folosind un dop de cauciuc gi se citesc ex- 
 tincjiile probei de cercetat gi martorului la un fotoelectrocolo- 
rimetru,la lungimea de undă de $40 nm sau, în filtru —— de 
„controlul reactiwului de culoare(eprubeta o. . 
; Postna. mrien sand daai. du miinat Qa. rida adio 
te o curbă etalon,realiztndu-se o serie de egentioane etalon în 
care concentrația de ew variază între 0,2-1,8 mg(tabelul 
844). . 


LEN 


: belul s-a. 
. Conatrüirea. curbei. etalon pentru bise aeliosei 
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Eprubetele se introdac într-o baie de apă la fierbere gi se 
“menţin 5 minute(!) din: momentul fn Gare. apa începe să fiarbă din 
nou „După aceasta eprubetele se. Tücesc în apă de robinet, Se cor- 

z pletează volumul probelor la 10 ml, prin. adăugarea a cîte 7 ml | 
^. mp distilată. Se agită conținutul eprubetelor. Intensitatea culo- 
^ mii probelor etalon se citeşte faţă de controlul reactivilor(O), 
28 fotoelectrocolorinetru, folosină imer de undă de. 540 nm eK: 

filtrul verde. app 

Corba etalon se construiegte trecind pe ordonată malorile ex- 
tinejiilor citite,iar pe abscisă cantitatea 'de maltoză în probele 
etalon. Punctele: de fntretliere' a perpendienlarelor imaginare ri- 
dicate pe abscis. sau ordonată dinjlgcurile corespunzătoare valo- 
rilor concentraţiei de. maltoci,respeotiv extincjiei etae să se 


situeze pe o linie dreaptă. | EM 


Caleu ul resultatelor.Extinejia p*obei às. cercetat gi a mar- 
„torului — extrapoleazü pe curba. etalon, aflîndu-se cantitatea de: 
maltoză rezultată prin : acţiunea. ot -amilazei sau framilazei.. asus 
pra amidonului gi respectiv cantitatea de maltoză existentă în 
extractul enzimatic.Din cantitatea de mal teză în proba de cerce- 
tat se scade conţinutul de msitoză al extractului „enzimatice. 

Activitatea celor două tipuri de amilază se exprimi în micro- 
moli de naltoză care.s-au format sub acţiunea enzinei ,în condi - 
4iile menjionste,la 1 8 de: semințe (făină) : 


Boer" Ti 
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7 fn eame iaoe porn da naliosk(ng) uzospusdibeise. extineti- 
EL ; ei probei 'de cerooetat ; 
a, cantitatea de Mite NS: corespunzătoare extincti 
ji erai martorolui ; l 
ov -volumul (il) wies eosinatie folosit la de- . 
x terminarea activității enzimei A a 
e ; volumul total(nl) al extractului . ensisatic ; 

` > n- -wolumul(ml) de incubat luat pentru dozarea maltosei; 
MS Po -greutatea făinii (g) din care s-a extras enzima ; 
un 0,360-greutatea unui mieromol de maltosk exprimatk 
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8.4.2.DETERMINAREA ACTIVITATII cX-GLUCANFOSPORILAZEI 
Enzima & -glucanfosforilaza(s-1 ,4-glucan: ortofosfat-gluco- 
ziltranaferaza, EC 2.4. 1.1), cunoszută gi sub denumirea de fosfori- 
lază, catalizează fosforoliza amidonului sau glicogenuloi. cu for- 


. Marea de glucozo-l-fosfat(esterul lui Cori),după reacţia urnătoa- 
toare : i ^V aer au "yr 


: Gluc cozo-1-fosfat 


.. Această egida, este reversibilă riuni pci 4-glueantoeto- 
Tilaza acţionează asupra amidonului, Insă enzi&a 'sántetizeazk | 
= , lenturile eMELóK Las , parit de la glucozo-l-fosfat, numai în 


J 


sog Age. 


prezenţa urmelor. de ibo: ca die. al iasi 4 
o(-Giucanfosforilaza. sre largi rüspindire în plantele anpe- 


' rioare(cereale,leguminoase, cartof); 1n organismele animaic(mugochi, 
„inimă; ficat, creier) gi ín microorganisme. - . 


Principiul matodei-Se detergină acáderea csată taţii ae acid 


= fosforic în modiul de reacjie ca resnitat al fosforolizei amido- 
/ nului sub acţiunea «C -giucenfosforilasei. 


Beactivi. l.Reactiv psat tru 4neubaţie T v 60 ml solu- 
vie tampon de fosfaţi M/10,pH T ,2(ae. prepară: dizolvînă 2, 5795 g 


` Na, HPO} 128,0 gi 0, 4569 g ano, „2830 n 100 mul apă bidistilatk) 


cu 100 ml soluție de NaCL 0,9% gi l ml de MgSO} H0. 0,89. 
2. Soluţie de. amidon 3%. Suspensia. a 3 g de amidon în 20 nl 


apă bidistilată. se amestecă cu 80 mi apă. bidistilată la Tiurpete. 


Amestecul se fierbe incă. 3-5 minute. N 
..9,Solujie de fluorurá de sodiu M/10. . 
4.Solujie de acid trieloreoetio 108. 


Modul de ueruiExtragerea | zlucanfosforilazei. 0 cantitate ? 


„de 0,200 g de material. vegetal . se macină (semințe. de cereale ,legu- 


minoase ete): sau se mojareazá(cartof) cu nisip de cuarţ ori stic 


EP pieati, pin le obţinerea unei pudre | fine. Amestecul obţinut. 
„este trecut cantitativ,cu. ajutorul a 5 ml de apá: bidistilat, rä- 
„1 eitä la +4%0,într-0. eprubetă de 'centrifugh. Se agită cu intermi- 

:  tenfi,timp. de 120 minute.Pentru separarea extractului “conținînd 

enzima,conjinutul eprubetei| ae cengrifugheazi tiap de 15 minute, 
- 38:3000 rot./nin. Extractul. saparat weryegte ca. preparat enzina- 
| tie. . 


Daterainarea a activității, i tonnag ontara Intr-o epru- - 


bet: curată gi. uscată se măsoară un ml soluţie. de amidon, 3%, an 

. ml soluţie de. NaF gi 2 ml reactiy. pentru incubație (reactiv 1).Se 
adaugă un ml extract. ‘enzimatice gi se agită conţinutul eprubetei. 

wa Im. altă. „eprubetă . se pipeteazü un ml extract enzímatio(martor).Am- 


"a bele probe se introâue - pentru 120 minute 1n termostat la. 37° C. 


După - termostatare,in fiecare. eprubetă. se adaugă cîte 5 nl 


| soluție: de acid tricloraceti e 10%,iar. eprubeta martor se comple- 
 teazk. cu 2 ml reactiv pentru incubajie,un nl soluţie de NaF gi un 
o i e biaiatilată. Oonţinutul oprabetelor se agită cu grijă şi 


după 15 minute de repaus,se filtrează sau se centrifugheazi.In - 
filtrat(supernatant) se determină cantitatea de foator anorganic, . 
Dozarea fosforului anorganic după metoda Lowry si Lopes în 
modificatia lui Skulacev.Principiul acestei metode ae bazează pe 
transformarea. fosfatului în complex fosfomolibdenic gi. reducerea 
acestuia cu ajutorul acidului ascorbic. Accelerarea reacyiei gi 
, cresterea sensibilităţii metodei se realizează sub acţiunea ioni- 
„dor de cupru. Formarea şi reducerea complexului fosfomolibdenic | 
„au loc în. tampon acetat cu pH 4,0.In aceste condijii MD ia 
organice fosforice labile sînt mult: mai stabile. | 


Reactivi.l.Solujie tampon acid acetic-acetat de sodiu 01 
cu pH 4.Se amestecă 410 ml de acid acetic. O,2M cu 90. ml soluţie 
'de acetat de sodiu( GL, COONa. 32H50). 0,2M gi se venpleteasă la 1000 
ml cu apă bidistilatà. 

2.Solugie de acetat de sodiu 0,25. i 

.5.Solugie de acid. ascorbic. 1$ în soluţie de sulfat de cupru 
.0,001M.Reactivul este. instabil, de aceea se.va prepara o cantitate 
mai mică în ziua determinării „Se dizolvă 0,025 g S0, . 58,0 în 
100 al apă bidistilată. In. 25 m soluţie de sulfat de cupru se di- 
zolvă O 325 g acid ascorbic. 

E :Solufie de molibdat- de amoniu 1$ E acid sulfüric 0, 05N. 


Modul de lueru.La. 0,1 ml din filtratul(supernatantal) obti- 
nut pentru deterninarea fosforului se adaugă 0,16 nl acetat de 
sodiu o 25M ,apoi 1,74. ml. apí.bidistilatk,4 nml soluție . tampon 0,14 
pu PH 4 gil. ml soluţie. de acid. ascorbie 1%.Se agită conţinutul 
&prubetelor ea atenţie „După 10 minute de. repaus sc introduce în 
fiecare. eprubetă cîte un.ml soluţie de molibdat de amoniu 1%. Se 
pgită cu grijă gi se lasă in.repeus 10 minute. 

In pasalel eu probe de cercetat gi proba martor se efectu- 
vază. un control pentru reactivi, înlocuindu-ee filtratul(superna- E 
tantul). gi soluţia de acetat de sodiu 0,25M cu apă bidiatilată. 

„Intensitatea colorafiei probelor ee colorinetrează la spec- 
| trofotocolorimetrul ` Spekol,la lungimea de undă de 700 nm(filtru - 
roşu) „faţă de- controlul -reactivilor. 

“Pentru aflarea cantităţii de foefor în probe ee cor.struieg- 
te o curbă etalon,luînd între 3-30 micrograme fosfor într-un vo- 
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Lowry gi Lopez în modificaţia pii Skulacey. - i 
Eprubeta.. dts | à 


^^ Cantitatea. Um 
de fosfor: d 
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A După 10 minute probele. se. sotomgtriază faţă de controlul! Te- 
activilor(O) la epeotrofotocolorimetrul Spekol, în lungimea de un- 
"“aă de 700 nm(filtru rogu) . Curba. etalon se costruiegte trecînd pe 
-iv erüonatü valorile extineţiilo= i Ut pe. E alunt concentrația 

fosforului în: probă, - € dt . Er 


culul rezultatelor. Extinojia putei de cercetat” gi nanto- f 
je se extrapoleazk pe: "curba. etalon, aflîndu-se cantităţile co- 
respunzütosre. de fosfor.Pentru calcularea cantităţii de fosfor 
esterificat sub acţiunea eL-glucanfosforilazei, din cantitatea de 
„fosfor a martorului Be scade hiv - fosfor ín probé de: 
, Gereetat. 
“Activitatea eL-glucanfosforilazei se exprink' în miGrogreme 
dee fosfor eaterificat sub. eot idea wien dintr-un p de m&-. 
. terial biologic : Artur 


toT 


„miorograne Pe = (araor?) 19. " 
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„unde! PE w -nierógrane. an. £osfor sians corespunzătoare extinc- 
“iei martorului ; | 4 

pi, f Ricrograme de "faebus —ÓÓ rămas neesterificat fn ` 
proba de cercetat. ! ^ 


8.4.5. DETERUTNAREA ACPIVITALII POSFOMONOESTRRAZELOR 

Fosfomonoesterazele sînt larg rüsptndite în: celulele plante- 
lor gi animalelor, unde îndeplinesc un rol fiziologie deosebit în ` 
metabolismul substanțelor. Aceste enzime catalizează scindarea hi- . 
 drolitic& a monoesterilor acidului ortofosforic, între care se nu- 
nără fn primul rînd unii intermediari: ei metabolismului glucidic: 
hexozononofosfajii(glucozo-l-fosfatul, glucozo-6-f^sfatul,fructo- 
zo-6-fosfatul) hexozodifosfatii(fructozo-l, 6-difosfetul) „heptozo- 
difosfajii(sedoheptulozo-1, 7-difosfatul) ;etc.,precum gi monoes- 
terii fosforici ai altor substanţe organice. 

Fosfomonoesterazele sînt enzime cu o largă specificitate şi 
se deosebesc între ele după pH-ul optim, de. acţiune. Posfomonoeste- 
raza alcalină (foafohidrolaza monoesterilor acidului ortofosforic, 
EC 5.1.5.1) sau fosfataza alcalink manifestă activitatea naxină 
în mediu alcalin,la un pHs8, 5*10,1.Fosfomonoesteraza acidl(fosfo- 
hidrolaza- monoesterilor acidului ortofosforic,EC 5.1.2.2) sau l 
fosfataza acidă reprezintă. un amestec de trei enzime avind opti- 
mul de acţiune, la pH 4,6; 33,4-4,4 gi 5,2-6,2.. 

Fosfomonoesteraza. alcalink se întîilnegte practic în toate 
„tesuturile organismului animal. Cantități apreciabile de enzimă se 
. găsesc în tesutul 0808, ficat,rinichi,glandele mamare,prostati, 
epiteliul intestinal, leucocite gi serul sanguin. Fosfomonnestera- 
za acidă este- conținută în seminţele plantelor, cartofi „frunzele 
verzi „nicroorgani sae, precum gi în unele ţesuturi animale (splină, 
ficat,nai ales în prostată, în eritrocite gi în serul sanguin). 


Principiul: metodei .Metodele de determinare a activităţii! 
fosfomonoesterazelor constau în evaluarea cantităţii de fosfor a- 
` norganis sau 8-resetului organic scindat sub acţiunea acestor en- 
Zime asupra anumitor combinaţii organice ale acidului fosforic, 
în. condiţii determinate de pH gi temperatură, Dintre. combinafiile 
orgenice ale acidului fosforic ce foloebsc ca uada aed pentu 


eA Fas 


: en activitägi. pia a. alcalină. a acidk. : 
se menţionează =. gi piienateetpma, AEE abe 


: fenilfo sfatul etc. 


(See EA PRET i AD 
IH SERUL SARUTE DEI E 7 adi 
remos EDO-MMTIONS d vus d 


JPrinoipiul net odei .Fonolul eliberat, din. fenilfosfatul deea: 
$ aie: sub acţiunea fosfononcesteraselpr serico esto. dozat. colorines- i 
tric cu reactivul Folin-Ciocêhteh. a : 
In. funcţie de tamponul pacis pi "— îi sa cin poate. 
- determina atit activitatea fosfomonoesterazei. alealine. eft gi ac- 


- 


3 Alei fosfononoesterazei acide. 


 "Determinarea activitiiii tostosonoseterasei al caline. 


Beactivi.l.Solujie tampon medinal : 2, 26. g medinal se dizol- 
. vá în 70 ml apă bidistilată. Se corectează pă-ul la.9 gi 89 com- 
| pletează la 100 al: cu apă. bidistilată, Se. păstreză. la rece. . 
2.Solujie de fenilfomfat. disodic.Se dizolvă 0, 218.g fenil- Mn 
fosfat. disodic în 100:m apă bidistilatk, aduetndu-se Ia fierbere 
-timp de. citeva minute Se TÉcegte ab ae păstrează la E CREE 
3eSoluţie de carbonat, de. soâia, anhidru 20$. — 
| 4.Solujie stoc de fenol: 0, 13 în soluţie de HCl 0,18. 
.5,Reactiv Folin-Ciocflteu.Iatr-un balon. cu fund rotund de 
500 ul, prevăzut cu refrigerent as ascendent, së dizolvă 20 g wolfra- 
mat de sodiu gi 5 g molibdat de. sodíu tn 140 ml apă distilată. Sa 
adaugă 10 ml acid: fosforic 85% gi 20 ml HA concentrat. Amestecul 


* a3 se fierbe moderat ; cu reflux,timp de. 10 ore „apoi oe. adaugă 39 E. 


“sulfat de litiu gi. cîteva picături de brom gi ae fierbe din nou 
"15 minute, fără. refrigerent,pentru a elimina “excesul de: brom. Se 

- răcegte, se completează volumul ia 200 ni cu apă distilată. şi ee. 

j files. bcati nu trebuie să aibă culoarea albastră, ci gal- 
: er 

In. momentul — diluéazd un ni reactiv eu doi 

E al de ied distilată. - 


Ein , h A : c 
Mai iu e ———À——Á Lac 
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Model d» ipn: In. dou ipis sa | dandis eite 2». soluţie 
: medinal ra cite 2 al aolujie cu fenilfoatat disodic.Ura 
din eprubete se. încălzeşte 5 minute la 37°C într-o baie de apă 
 &au térmostai.In aceestă eprubetă se adaugă 0,2-ul ser senguin,se 
i agită gi se. lasă Ta 37°06 exact 15 minute. După trecerva timpului 
de incubare, se scoate eprubeta din termostat,se adaugă 1,8 ml re= | 
activ Folin-Ciocâlteu diluat 1/2 gi se semtriCegpeni seu se fil- 
trează imediat. 
Cea de. a doua eprubetă se ia drept martor.Se introduc în ea 
0,2. ml ser gi imediat 1,8 ml reactiv Folin-Ciocálteu diluat.Apoi, 
martorul se supune aceloraşi. operaţii ca gi proba de cercetat.In 
` filtrat(supernatant) ce dozează fenolu? hidrolizat. 


Dozarea fenolului + Ir. eprubete separate se iau 4 zl din fir 
tratul probei de cercetat,4 ml din filtratul martorului gi 2,8al 
apă distilati.In eprubeta cu apă distilată(control reactivi) se 
pun 1,2 ml reactiv Folin-Ciocálteu diluat. 

` In fiecare eprubetă se măsoară efte un nl soluţie de carbo- 
nat de sodiu 20$.9e agită gi ee fin eprubetele la la 37°C timp de 20 
minute pentru a permite dezvoltarea culorii.Se citesc extineţiile 
probei de cercetat gi martorului la f iptá na faţă de controlul rnac- 
tivilor(eprubeta. 5), 


mcraleze păzită tontiscseczues sit 


Vie) eSoluţie tampon câtrat-acid clorhidric cu pH 4,9. 
Se. E 57,8 g acid citric în 300 ml apă bidistilată.Se adaugă 
360 ml soluţie de NaOH O,1N gi 200 ml soluţie de HCl 0,1N.Se ajus- 
tează pH-ul soluţiei la 4,9 folosind un pE-metru «i ee conpletesz- 
ză volumul cu apă bidistilatk la 1000 ml. 
5 2. Reactivii 2-5 folosiji la deterzinarea fosfononoesterazei 
Modul de lucru.Se procedează la fel ca la NM DEA acti- 
| vităţii fosfomonoesterazei alcaline,cu diferenja că hidroliza f2- 
i nilfosfatului disodie eub acgiunea fes ensmesetapepet acide din 
ser durează 60 minute. 
Dozarea fenolului se face după tehnica. descrisă mai sus. . 
. Pentru aflarea cantității de fenol în probe se traseask o 
^ urbi etalon. „pornind de la soluţia stoc de fenol (reactiv 4) care 
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na aj luează: de 10 ori; Dino acted TOR mov ng. ; fenol/ul i 


se pipetează. într-o. serie de: eprubete volume: de. 1a. 031. la b? m 


." eorespünztnd la: 0, 01-0, 2. mg. fenol; Se. completează la: 2 „8: ml: cu apă : 
‘distilată. Se adaugă. cîte 1,2 ml reactiv. Polin-Ciócilteu diluat, 
1/2] gi lm soluţie da carbonat 4e sodiu 20%. Se termostatează 20. 
minute: la 379 [că şi, se citesc extiheţiile probelor etalon le 100 nm. 
față de 1 un control alcătuit: din 2,8 mgl apă distilată, 1, e. ml. reac- 
viv. Folin-Ciocălteu diluat gi 1 nl soluţie de. carbonat, de. sodiu, i 


| Calculul rezultatelof.Extincjiile probei: de: cercetat. gi x. 
torului se “raportează la curba etalon pentru: a afla: ng de. fenol . 

din. fiecare. probă. Soăzînă valoarea martorului din valoarsa probei. 
„de cercetat. se: obţine cantitatea în mg. de fenol: eliberat sub ac- 


i ţiunea fosfomonoesterazelor,.) 


A. Activitatea fosfomonoesterazelór: ge exprimă fn unități. King- 
Armstrong (Us KA) O unitate- K.-A. reprezintă cantitatea de: enzimă 
care duce la: eliberarea .unui. mg. fenol: în condiţiile de. timp. şi pH 
menționate. Calcularea activităţii fosfomonoesterazelor. în U. Ke=A. 


„Pentru 100 nl ser se face după formula : 


| t PX 
mg | fano1/100 al m I E ^ : 
unde Ie cog hr Ve fa: proba de cercetat. a 


a -cantitatea de SNP. în eh martor. 


| METODA‘ BODAN - 


 Prineipiul netodei.Posfomonoesterazelg din serul. sanguin: pot 
cataliza hidroliza fp giiesrotontatujoi. conform următoarei reacţii 


GLOH: T EN. Hh TRE NS 50H. [o 
QI-0-POjNe, +: H0 Le] QION, + -NaHPO, 
OH Mieres y y O 4: 
f-Glieerofosfat T Te Glicerol, i 
1. disoie.  . 7 à n 


Fosforul anorganic sajati „pe catea acestei ronegii este: evalnai. 
 eolorimetric. : ; 
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: ia re activităţii Cos£osoncesterssei. aiii 


. Reactivi. l.Solujie substrat. tamponat.Se dizolvă 0,5 gd gli- 
cerofosfat de sodiu gi 0,425 g dietilbarbiturat de sodiu(medinal) 
15 100 ml apă biăistilată la balon cotat.pH-ul soluţiei trebuie 
să fie: egal. eu 8, 6, Se adaugă 5 ml eter de petrol sau toluene Solu- 
i ţia se păstrează în frigider, 
2. Solujíe de acid trioloracetie 10%. 


: _Modul de lucru. In două eprubete de centrifugă se măsoară 
cîte 2 ml soluţie substrat tamponat „Una din eprubete se introdu- 
ce într-un termostat la 37°C. timp de 5. minute,apoi se adaugă 0,2 
ml ser gi se. agită, evitindu-se aeraţia.Anestecul obținut se lasă 
.. în. termostat. la 3700 exact 60 ninute(proba de cercetat), | 
In cealaltă eprubetă se adaugă 1, 8 ml. solujie de aeid tri- 
.cloracetic 10$ gi 0,2 ml ser(martor).Conjinutul eprubetei se 
„agită, se lasă în repaus 10 minute gi se centrifugheazk. 
„După. trecerea timpului de incubare se scoate prima eprubetă 
. (proba de cercetat) din termostat. gi se adaugă 1,8 nl soluţie de. 
„ acid tricloracetic 10% se agită bine gi se lasă în repaus 10 mi- 
nute,apoi se centrifughează, 
v. supernatantul probei de cercetat gi 'martorului se dozea- 
per fosforul. anorganic după metoda de mai jos. 


Dozarea fosforului anorgan anic prin metoda Be | Bell 9i Do Dois nodi- 
ficată de Brigg „Principiul. acestei metode se bazează pe 


`- reacția fosforului anorganic din supernatantul deproteinizat cu 


molibdatul de amoniu- în mediu acid, conducind la formarea fosfo- - 
| nolibdatului de amoniu,care prin reducere cu hidrochinonă gi - 
eulfit de sodiu trece i în albastru de molibden. alocarea al- 
bastră, proporţională cu cantitatea de fosfor din fosfomolibdat 
se determină la 600 nm sau în filtru rogu. 


Reactivi. l.Solujie de molibdat. de amoniv. 5%. Sè dizolvă 12,5 
g molibdat de amoniu în:150 ml. apă distilată gi se filtrează în- 
tr-un balon cotat de 250 ml. La filtrat 89 adaugă cu precaufie 
37, 5 ml acid sulfuric concentrat gi după racket ge completează 
la semn cu apă „Gistilată. 

2.Solufie de sulfit ds sodiu 20%. Se. presen în mosental|. 


pe 108 à " 


. fatrebuingiréi, fn “cantităţii nici pentru a "evita oxidarea suti- 


uni 'sub. acțiunea aerului e. 


3eSoluţie de. hidrochinoni 1%. So dizolvă lg de. hidrochinonk ` 
Jn 100 ml apă: distilată şi 'se adaugă 2 picături de acid sulfuric 
'-. concentrat pentru: conservare. Soluţia se: păstrează în sticlă bru- 


..'nÉ,la rece.Solugia trebuie, să fie incoloră, - 


si 4eSoluţie etalon de. Tostat: monopotasic. Se dizolvă 0, 10985 E 
fosfat monopotasio: în 250 ml apă diștilată,la balon cotat Această 
: splujie. concentrată ' conţine 0,1. MB. pu. Pentru prepararea solu-: " 


' ^^ piei etalon se dilnează: 5 nl soluţie concentrată la 50 ml eu apă 


." distilatk.Solugia diluată conţine. 0,01 ng P/ml, 
.Modul de lucru.In eprubete separate se iau 5 ml din. euperna- 


^. tantul. probei de cercetat, 3m] din supernatantul martorului ` şi 5 


ml apă distilată.In fiecare. eprubetă se măsoară cîte 1 ml soluţie . 


"ae molibdat,apoi la intervale de. 2 minute cîte un: ml soluţie de 


- sulfit de sodiu gi un nl ‘soluție: de hidrochinonk. o snm met 
+ betelor se. agită energie. gi: so. lasă în repaus. 
„După 30 minute. ss citese “extincţiile probei de cercetat si 
a. martorului, la. 600. satire lg de proba: cu: apă distila- 
i ti. v 

S Pentru aflarea. mm a Bosfor ES probe se. RUNE o 


-. eurbá de etalonare;pipetfnd. într-o: serie de eprubete volume, ain | 


“soluţia. etalon de fosfat. monopotasi (0, ol. ngP/àl) cuprinse intre 
0 ;1-3,0 ml: 'corespunzind la 0,001-0; 05. ag. fosfor. Se completează 
la 3 al cu apă distilatá.Apoi se adaugă efto. 1m soluţie de mo-: 
| libdat de amoniu gi: la intervale de: 2 minute „un nl. soluţie de 
sulfit de sodiu gi un ml soluţie higrochinonă, Probele se agită . 

| energic gi după 30 minute se. volorinetrează Aa 600 nm(filtru ro. 
.gu) fată de: un control "epp 5 ml apă distilată s reactivii 
„de euloare.. Y 


Calculul rezultatelor. Se. det ernini. cantitatea se foafor. fn 

z peb. de. cercetat gi în martor, raportinda extinefille Tă curba 

` etaloneDin valoarea conţinutului de fosfor in. proba de. cercetat 
ae. scade valoarea găsită la martor, ` 

^ Activitatea fosfomonoesterazei. alcaline se exprimi fn mi- 

ER Bodansky. lOhnitate disini: B.) corespunde unei aetivi- 
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ua enzimatice care duce la eliberarea de un mg fosfat anorganic 
n timp. de 60 minute: la 319 c. in calcul se va ţine seama de canti- - 
tatea de ser luată fn lucru $i de faptul că activitatea fosfomo- 
nossterazei alcaline se raportează 1a 100 al ser. în — i 
calcularea activităţii ensimei se efectuează după formula : 


ng P/100 ml = (aee ti) 737 0,8 , 

în care m acer -cantitatea àe fosfor(mg) fn proba de cercetat ; 
; „ay. -cantitatea de fosfor(mg) în martor. 

“Observaţii.Serul sanguin în care se determină activitatea 
fosfomonoesterazelor alcalină gi acidă trebuie să fie proaspăt şi 
nshemolizat. Analiza ‘trebuie efectuată nu mai tîrziu de 24 ore. 
Cînd sîngele trebuie trensportat,se va menţine pe: gheaţă. 

Dacă activitatea fosfomonoesterazick este foarte ridicată, se 
repoti determinarea cu o cantitate mai mică de ser sau cu ser di- 


R^ luat în solujie dà NaCl 0,9%. 


Dacă activitatea fosfomonoesterazici este nică, se repetă de- 
terminarea incubínd 2 sau 5. ore.In aceste. kaati sdiMizitiie ob- . 
tinute se corectează inmuljind eu 0,55 gi respectiv 0,59. 


Yariatii fiziopatologice. In condiţii normalc activitatea 
` fosfomonoesterazei alcaline variază cu virsta. . 


adulţi : 4-i2 unităţi Ki. 
i copii. : 6-20 unități K.-A. 
y /»— . " 6-16 unități Bodaneky. 

Activitatea fósfomonoesterazei acide 1n serul sanguin poate 
fi cuprinsă între limitele :1-5. Mover K.-4. si între 0,1-0, 3 
unităţi. Bodansky. 

In unele stări fiziologice se observă o avea, a enivi-. 
tiii foafomonoesterezei alcaline. Astfel,aceastK enzimK este de- 
osebit de activă spre sffrgitul sarcinii gi în cureul perioadei 
de alăptare la femei,iar la copil în cursul perioadei de osifi-. 
care intensă (creşterea scheletului). 

In diferite stări patologice se evidenţiază o eregtere pro- 
 hunjati a activităţii celor dou foefomonoasteraze,determinarea 
. Jor avtnd o: deosebită însemnătate clinicc-diagnosticá. 


. 2110 =. M 


Cragterea activitații e e GR ei se: tatea 5 
“neşte: preponderent. în. "două. atări patologice : bolile oaselor lega- 
te cu proliferarea. osteoblastelor(rahitism,boala lui Paget, hiper- 
paratiroidisu, sarconul, oaselor et.) gi 4n. cazul bolilor fieaiu- | 
lui „însoţite de fenomehe de colestază.0 creştere a activităţii „| | 
fosfomonorsterazei alcaline se constată, de asemenea M/ bolire 
 mugehiului gi în leucenii. Tk Eur ole 

Activitatea fosfomonoesterazei nias. SUM pr SR Jili s 
ridicate fn cancerul: i prostatei" * în — —— ale glandei. 
mamare. Peas 


it 8.4. ara mmn: posřmonorsreRazet 
Prineiplul we pi ae: ai rh mai a activității fosfomonoes- a 
 %erazei acide în plante este. asenănător cu eel descris: la deter- | 
| minarea activităţii fosfomonoesterazei alcaline. prin. nstoda Bo- 


dansky.In cazul fosfomonoesterazei. rad se folosegte o | „soluţie 
To eu pH-ul în domeniu acid. 


etivi.l,Soluie de eloruri de. podiu 0,95. 
EE." peccet tampon acid. oitrio-oitrat de. sodiu: M/10 eu. pH: 6, vo 
Se dizolvă 1,5150 g seid citric( 0gHg04- .H50) gi 15, 2864 g citrat 
de actin (gl optas. ,51/28,0). în 500 ml apă: bidistilată, pË 


/5.Solu$íe de p-sicerofoafat, « de sodiu 1,98 fu soluție. tan- 2 
| pons citrat M/10 cu pH 6,2. d dm 
|  4.Solujie de acid trieloracetie 108. eae 
„Modul de lucru. Extragerea ‘Aaaa vata. O canti- ` 
"tate. delg naterial vegetal (seninţe de: bob, mazăre; grîu, porumb 
| etc.) fin. omogenizat se: extrage cu 5 nl soluţie de Natı 0,95, . 
so timp de. 60 minute,1a. temperatura camerei, prin agitare cu intermi- 
ieni tenţă(10 minute. repaus gi un minut agitare). Apoi amestecul se 
 supune- centrifügürii timp de 15. minute la: 3000; rot./min. Superna- 
tantul obţinut se e foldeegte arept sursă de enzimă (extract enzi- ^. 
 matic). 


Determinarea activitatii enzimei.In două eprubete de centri- 
-fugă se măsoară cîte 1 nl soluţie de glicerofosfat da sodiu. : 


e 7 
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In prira eprubetă(proba de cercetat) $e adaugi 0,5-1 el extract 
'enzimatic.gi so completsază volumul la 2 ml cu soluție de NaCl 
| 0,95. Conţinutul eprubetei se agită gi se termostateasi la so?c 
„pentru 30 minute e. t 
_ După incubare se introduc în fiecare eprubetă atta $3 E sò- 
Jugie de acid .ricloracetic: 10%. In uprubeta a doua (martor) ee pi- 
petează exact aceleaşi. volume de extract enzimatic gi de soluţie 
de NaCl care au fost adăugate în proba de cercetat. Conţinutul 
eprubeteJor se agită gi se centrifughează. 
In supernatantele obţinute se pei cantitatea da fosfor 
anorganic, | 
Dozarea fosforului anerganie tn proba de cercetat gi martor 
se realizează după procedeul! descris: la pag.107, lufnd cîte C,5-5 
nl supern&tant limpede, în functie de cantitatea presupusă de fos- 
for eliberat care este dependentă de activitatea enzimei. 


Calculul rezultatelor. activitatea foafomonoesterazei acide 
se exprimă în mg de P eliberat de enzima dintr-un gram de mate» 
rial wen cercetat în condiţiile experimentale descrise :. 


m PA g = [o 07 Ra 


unde : a mur Tn do fosfor(mg) corespunzătoare extincţiei 
probei de cercetat ; ^ 

“a  — -centitatea de fosfor(mg) si glia entineţiei 

E martorului i 

E n lonia) (ud ) de supernatant luat pentru dozarea os- 

p forului anorganic gi 

* -vohumd (a2) de extract enzisatic — 1n: probe. 


8.4.4. DETERMINARSA ACTIVITATII C 
Seine PAE E E E 27: mec eee PREA 
meraza,EC 5.5.1.9) catalizează următoarea — reversibilă : 


20PO3H2 - 
j? . ———9 
d o— à 
OH H 


: H .€4 à “A E 
, Glucozo-6«fosfat ) Fructozo-6-fosfat r 


. 
, à VES m un" 
, J Zu : 
E VEA 5v DUC Ae Tia E A A 
A 1 à 4 DU JA DPI 
P à Fo 
" d TI UNS pate Pw. ASTE 
ptt PUTES SE perg . 3 e. 
. Sl. mug oe SUE gera. i Pus t 
. D ` i T i qs ir TA S A Y 
p ac c i S Doo vas D . HD. v 
* i UP 4 : x y 2 
nara 5 P a . 


"indi está: paise rleptatiis ta pita tă: time es 


T ux g în. plante, unde: ' participă. în anana de  Glicolisi xe. - 


* d bi, cielul pentozofosfajilor eto, j 

Bi. usine sitis A dip "m 

1: sanguin prin metoda Dedal o sje nedifiealii sle lui Foresta 
j Principiul metodei. Glucozafostaţ,i zomeraza ‘Ain serul sanguin d 


x transformă. parţial: glucozo-6-fosfatul' 1n fruetozo-6-fosfat.Ulti- 


mol. formează cu HCL concentrat hiăroziieti1furfurolul, care reac- 
gioneazü cu: rezórcina aind o cuiloaze roşie, Intensitatea culorii 

, este proporţională: cu concentraţia fruetozo-6-fosfatului, prin ur= 
nare gi cu. activitatea enzimei; TX 


i Roactivi.1+ Sozuţie. de. giucoso-6-fosfat de sodiu 0,09. La 

-` $91 mg glucozo-6-fosfat. de. bariu sẹ adaugă 2.ml de apă bidistila- 
. tă. Suspensia format. se “dizolvă prin adăugarea eu picătura a unei 
“soluţii de H@Q "Goncentrat.Apoi : ia golugia obţinută se adaugă: cu 


„picătura soluţie. de sulfat de sodiu 10%. Se agteaptk cîteva minute 


pînă se depune. precipitatul. de. sulfat de. bariu gi se verifică 
precipitares completă a ionilor de. bariu pe „calea adăugării unei 
picături. de. aulfat ae sodiu.In. cazwl aparigiei wnei opalescenje, 


. se mai adaugă sulfat de. ‘sodiu. Dacă. precipitarea. -s-a realizat. com- 


: “soluţie de: i 


plet,amestecul sè- centrifughează si supernatantul se transtazează 
` într-un. balon: cotat de 125: 1,50. adyee pH-ol Ia 7,4 cu eolujie de ce 
NaOH IN gi. se „completează la. smn: e api biaistilată. Se n. o 
-6 -fosfat. 9; 0M. g ; 
2e Solugie tampon medinal-aceta Se dizolvă 2, 9428: g | dieti- z 
barbiturat. de. .eodiu(medinal) “gi 1,94 LI acetat « * vta în 100 


. ml apă bidistilatăe 


3 Seluţie substrat SERRE amestecă, T al bonis de 
 giuoozo-6-fosfat. de. sodiu. 0,034,25 ml: soluţie. tasoon medinal-ace- 
tat 25 nl soluţie de. HO 0,1N* gi se completează ea apă la 300 ml 


"- (pH-ul. solujiei trebuie, să. fie 7 ,A).Solufia. se: dicii. fna fri- 


| gider.» uel 
4.Solügie de. acid tricloracetic he 
„de Soluţie as rezoreină 0,1% în. etanol. 
Siege. de Sa. 108. l 


S OF ANE e. Lu 


Mcăul de: Büki Intr-g eprubetă se măsoară 0,5 ml ser diluat 
eu pe 1:2 gi 2 ml soluţie. substrat tanponat(reactiv 3) „Amestecul 
se agită gi se. incubează 1n termostat la 3700 timp de 30 minute. 
După incubare se adaugă 2,5 al soluție acid tricloracetic. 5%,se 
agită gi se centrifugheazi, ` 

In paralel se efectuează o prooá aartor, în care se pipetează 
|. 0,5 al ser diluat eu apă 1:2 „imediat 2,5 ml soluţie de acid tri- 
,,eloracetie gi apoi 1 ml aenn dient. tamponat,Se Mi gi se 
_centrifughează,. 

In dudit pali se. an. cîte 2 nl ip punti corespun- 
zÉtor probei de cercetat(eprubeta. incubatá) gi 'martorului ,se ada- 
ugă 2 mi soluţie de rezorcină 0,1% gi 6 ml soluţie de HCl 10%. 
Conținutul eprubetelor se agită gi se Ífnclílzegte pe baia de apă 
la 809?(239) timp de 15 minute.Solufgiile se colorează în viginiu- 
roz Intensitatea coloraţiei se determină cu ajutorul unui foto- 
electrocolorimetru,la 508 nm, faţă de apă distilată. 


Calculul rezultatelor. Diferinţa între extincţiile probei de. 
cercetat gi martorului este proporţională cu activitatea enzimei. 
Activitatea. glucozofosfatizomerazei. se exprimă în micromoli de 
fructozo-6-fosfat care se formează sub acţiunea enzineí din un ml 
ser,în timp de 60: ninute,la 51?c. 

Pentru aflarea cantivăţii de fructozo-6-fosfat în probe se 
construieşte o curbă etalon.In calitate de substanţă etalon se 
poate folosi fructoza liberă sau sarea de sodiu a fructozo-6-fos- 
fatului Trebuie. reţinut că fructozo-6-fosfatul dá o colorajie mai 
slabă decit fructoza liberă cu rezorcina.Astfel,cn fructozo-6- 
fosfat: intensitatea culorii reprezintă numai 62% din intensita- 
tea culorii fructozei liberesraportată la un zol de substanţă, fapt 
de care trebuie ţinut seaza la efectuarea calculelor.In tabelul 


8.6 se di schema de alcătuire a unei serii de probe etalon cu 


"— de + date căi nicrograne într-un ml l soluţie de HCl 1N) 


Sanoma lotti sii —" etalon pentru fruétégk e 


Nr. ^ Prüctozü ^  Sclutie . Sonjie SSoiejie à d. Soluţia 
E (nierograme) etalon — de rézorciná de HCL 
pearen. EC 04,129 (m1) | EUN 


1 130 . 0,10 771,90 2 6. 
2 29 0,15 1,85 2 6 
3 25 . 0,25 2. 2 a 
4 90. 0,50 ^ 1,90 2 fiy. 
5 Th 0,75 1,25 2 6 
! 2 6 


Conţinutul eprubetelor. -se agită şi 5o introâue într-o baie d». 
apă la 80? . pentru 15 minute.Apoi ape se colorimetrează faţă 
die controlul reactivilor(Q). 

. Folosindu-se curba etalon NT în modul indicat, activi. 
tatea ESE CA ae poate pmo dupá formula i£ 


WE pep. EUNT Š zm eit, 


hasti EA apar si de fructoaü(mierograuo) citită pe curta etalor; 
24-coeficient de calcul pentru l ml ser gi 60 diee de in- 
cubagie 41: g 
D 6-toeficient de conversie a Pa Lp: în fructeso-6-fosfat; 
261-nasa în aicrograme a unui micromol de f»uptozo-6-fosfat. 


Valori normale. in condiţii normale activitatea FIRE Pl DU 
iizomarazei este de 2 micromoli fructozo-6-fosfat la on al ser 
pentru 60 minute de incubajie la 51^ c. 


^ 
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Pructozodifosfateláoleza(fructozo-1,6-difosfat-D-glicerel- 

dienid-5-foefatliaza,SC 1$.1.2.1 3 catalizează scirdaree reversi- 

bilă & fructozo-l, 6-difosfatului în doi — E" „Pip 
FP tentes si dihidroziacetontoatat: 
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qoem 
HO- 

i OPO, H H- C=0 
vil [uM 
pre ! 
uius ČOH ^. QLOPO, d, 
Ea ) 
ride i Dihidroxi- Gliceraldehid- 
Fructozo-1,6-di- acetonfosfat | 5-fosfat 
fosfat! 


Fructozodifosfataldolaza este prezentă în microorganisme, în 
tesuturile animale gi plante,fiind o enzimă importantă a căii gli- 
colitice,ciclului pentozofosforie gi ciclului Calvin-Bassham. 


Metoda colorimetric* de determinare a activităţii fructozo- 
difosfataldolazei în gerul sanguin(Metoda Kulganek qi: Klaeka) 


Principiul mrtodei, Pructozodifosfataldolaza scindează fructo- 
z0-1,6-difosfatul în gliceraldehid-3-fosfat gi dihidroxiacetonfos- 
fat.Reacţia are loc în prezenţa hidrazinclorhidratului care leagă 
triozofosfatii rezultați asigurînd desfăgurarea reacției într-un 
singur sens.Prin hidroliză alcalină se eliberează triozele car- 
formează cu 2,4-dinitrofenilhidrazina fenilhidrazonele corespunzi 
toare colorate în maro. Intensitatea Soris este proporţională cu 
activitatea enzimei. 


Reactivi.l.Solugie de fructozo-1,6-difosfat 0, 005M în soluţie 
de hidrazină O,056M(pH 8,2).Se dizolvă 250 mg fructozodifosfat de 
bariu în 70 ml apă bidistilath,se adaugă 410 mg clorhidrat de hi- 
drazină gi se ajustează pH-ul la 8,2 cu ajutorul unei soluţii de 
KOH 11. Volumul amestecului se completează la 100 ml cu apă bidis- 
„tilată, — 

2?.Solufie de HCl 2N. 

DeSoluţie de 2, 4-dinitrofenilhidrasink 0,6N. Se dizolvă 100mg 
dinitrofenilhidrazină în 100 ml soluţie de HIL 2N. 

4.Solujie de NaOH O,6N. 


Modul de lucru, La O,l ml ser se adaugă 0,5 ml soluj;ie de 
fructozodifosfat fn hidrazină şi se incubează 30 minute la 51?c. 
Peactia se opreşte prin adăugarea a 0,1 ml soluţie du HCl 2N. . 


"CL m 


. Proteinele nu se îndepărtează gi pentru reactia de culoare se fo- 
: losegte întregul volum al amestecului incubat.In probă se miísos- 
ră 0,5 ml soluţie de NaOH O,6N,se agită gi se lasă în repaus la 
temperatura canerei timp de 30 minute.Apoi se adaugă 1,5 ml solu- 
ţie de 2,4-dinitrofenilhidrazinl,se agită gi amestecul se lasă în 
repaus 30 minute la temperatura camerei.La sfírgitul aceste: pe- 

| rioade se introduc în amestec 4,5 nl soluţie de NaOH 0,6N.Dup& a- 
 Bgitare,proba se menţine la întuneric 20 ninute.Se colorinetrează 
la 556 nm(filtru verde) faţă de apă distilată. 

In paralel cu proba de cercetat se realizează un martor ir 
care solujia|de fruotozo-1,6-difosfat fn hidrazină se introduce 
dupÁ adáugarea soluţiei de HCl 2N.Mai departe se procedează în 
acelaşi mod ca gi la proba de cercetat. 


Calculul rezultatelor, Diferenţa între ex*incjia probei (Ecer? 
şi extincţia nartorului (E) este proporţională cu activitatea en- 
“zimei, Activitatea fructozodifosfataldolaziciüVéxprinü în micromoli 
fructozodifosfat scindat de enzima dintr-un ml ser în decurs de 
'60 minute.Pentru construirea curbei. etalon. se foloseşte dihidroxi- 
acetonas. In lipsa acestei cetotrioze „activitatea fructozoåifosfat- 
xix se poate exprima .în unităţi. convenţionaie de extincfie: 


Ger E) 100 


Variaţii f fiziopatologice. Valoarea normală: a activităţii 
fructozodifosfataldolazei în serul sanguin nu depăgeşte sa uni- 
tăţi convenţionale, i | 
i „ Conţinutul acestei enzime în serul sanguin cregte puternic 
în hepatita acută, diatrofia musculară progresivü(miopatie), infarc 
miocardic,panereatită acută hemoragică, anemie hemolitică satui 
etc. s i 


8.4.6. DETERMINAREA ACTIVITATII LA CTATDEHIDROGENAZEI 


 Lactatdehidrogenaza(lL-1actat: NAD-oxidoreductaza,EC 1.1.1.27) 
catalizează următoarea Tween di e 


CH COCOOH + NAD. E, po meme ci, CHOH COOH +: NAD 


Enzimá glicolitică, lactatdehidrogenaza se întîlneşte în majo- 
ritatea. organalor si țesuturilor de origine animală şi vegetală, 


-117- 


de aserenea,1n microorganisme. In cazul organismului uman cea mai 
mare activitate lactatdehidrogenazică posedă rinichii „nugehiul 
cardiac nugehii 8Scheletici,pancreasul,splina,ficatul,plüntnii,se- 
rul sanguin.In serul sanguin s-au descoperit 5 izoenzine ale lac- 
tatdehidrogenazei. un 

Lactatdehidrogenaza se güsegte,de asemenea, în eritrocite,de 
acsea serul folosit pentru analiză trebuie să fie proaspăt gi fk- 
ră urme de hemolizi. 

Cercetarea activităţii totale a lactatdehidrogenazei contri- 
buie la cunoagterea intensității proceselor oxido-reducătoare din 
organismul animal,iar determinarea activităţii izoenzimelor lac- 
tatdehidrogenazei facilitează stabilirea diagnosticului în unele 
boli ale ininii,ficatului şi altor Organe. . 

Pentru determinarea a: stivităţii lactatdehidrogenazei ae uti- 
'lizează metode colorimetrice gi spectrofotometrice. 


Metoda colorinetrică de determinare a activităţii lactat- 
dehidrogenazei în serul sanguin(Metoda Sevela gi Tovarek 
in modificatia lui Xororkin) 


Principiul. matoăzi „Acidul L-lactic în mediu alcalin sub ac- 
fiunea lactatdehidrogenazei din serul sanguin gi 4 NAD exogen se 
oxidează în acid piruvic.Dupá cantitatea de piruvat,care se do- 
zează cu ajutorul 2,4-dinitrofenilhidrazinei,se apreciază activi- 
tatea enzimei. : 


Reactivi.l.Solugie de. lactat de sodiu 0,45M. Intr-un balon 
cotat de 100 ml se introduc 5 ml acid lactic 80%(sau 10 ml 40%) 
şi se neutralizeazá cu soluţie de NaOH 2N pînă la pH 7,5.Voluzul 
se completează la 100 ml cu apă bidiatilată, ' 

2, Soluţie de pirofosfat de sodiu O,O02M(pH 8,8).Se dizolvă 
6,69 g Na,P,04.10H,0 în 50 ml apă.Se stabilegte pH-ul la 8,8 cu 
ajutorul unei soluţii de HCl 1N gi se completează voluzul la 500 
ml cu apă bidistilatK.Reactivul este stabil în decurs de o lună 
dacă se păstrează la frigider, 

| 5.Solugie de NAD.Se dizolvă 3 mg NAD într=un ml de apă bi- 
distilatü.Reactivul este stabil timp de 4 süptümfni,prin păstra- 
re fn frigicer. 


-.Solugie de. 2, 4-dinitroténilhidrazini.Se dizolvă 19,8 ag 

Ta 4-dinitrofenilhidrazinlkk ta 100 al setate Ha IN; - 

E. ^ „Soluţie . dè NaOH 0,4%. 

i „6„Soluţie de HCl 1N. 
.T.Solujie etalon de ` piruvat. de sodiu. Ss dizolvă ^vi ne piru- 
vat de sodiu în 100 ml apă distilată. 


' Modul: de lucra In: două eprubete se măsoară cîte 0,5 ml solu- | 
.$ie de NAD. In prima. eprubeti(proba : de cercetat). se wap am nl 
ser.sanguin diluat cu apă: bidistilată(1; dia 
I Intr-o a treia. eprubetă se toarnă 4 ml: soluţie: de pirofosfat 
„„de-sodiu gi 1 ml soluţie de lactat. de. spdiu. i 
r „Toate cele trei eprubete se incubează într-o. baie de apă la 


t 37 96 timp de 5 minute.Apoi în proba de. cercetat gi în eprubeta 


a doua(martor). se pipetează cîte. l nl: amestec din eprubeta a - 
i treia. Conţinutul primelor două eprubete(probă şi martor) se agı- 
tü gi se incubează. la 5790 în decurs de 15 minute, 

După incubație, în proba de cercetat şi martor se adaugă cîte 
0,5 ml soluţie de 2 ,4-dinitrofenilhidrazina.In martor se adaugă 
0,1: nl ser diluat(1:2). „Se agită gi se lasă la temperatura camerei 
timp. de. 20 minute. Apoi se. introduc cîte 5 ml soluţie de NaOH O,4N. 
Conţinutul. eprubetelor se. agită. gi peste 10-15 iinute se fotome- 
trează faţă de apă,la 536 nn(filtru verde). 


Calculul rezultatelor. Calculul activității lactatdehidrogena- 
zei. se efectuează după. curba etalon construit cu piruvat de so- 
diu(tabelul 822. | | 


Tabelul 8-1. 


` Schema 9 Am EU etalonare 


Hr Teld piruvic Solutie, de Apă. - Solugie de 
probei (nicrogrene) piruvat de distilată - :  pirofosfat 


sodiu de sodiu 


1 
2 

3 $ 

4 20 0,20 0,40 0,8 
5 

6 


E fiecare egantion sa iii efte o, 5 al pe de 2,4-di- 
nitrofenilhidrazinü.Mai departe probele etalon se tratează în 
mod similar eu proba de. cercetat gi martorul. | 

Diferenţa - între extinejia probei de cercetat(E m g? extin 
-eple martorului(E, ) arată cantitatea. de acid piruvir format în 
timpul - ineubejiei" sub acţiunea - lactatdehidrogenazei. Activitatea 
lactatdehidrogenazei se exprimi în micromoli de acid piruvie re- 
zultaţi prin incubajia unui ml de ser,timp de 60 minute la »1?c. 
Polcsind curba etalon,activitatea lactatdebidrogenazei se 
poate calcula după formula e 


nicromoli acid piruvic 
pu x 7 —— miii zm d 19-5 > 
| unde ‘ager -cantitatea de acid piruvic(micrograme) în proba de 


cercetat ; 


D s -cantitatea de acid piruvic(microgreme) 1n martor ; 


. 88. -masa unui. micromol de acid piruvic în — R 


Valorile normale ale activității lactatdehidrogenazei în se- 
rul sanguin sînt cuprinse între 0,4-4 micromoli acid piruvic la 
un ml de ser pentru 60 minute încubaţie la 370c, 


Determinarea activității vității fracțiunii Jac‘ atäeniarogena- 


_ zice serice stabili la uree, 
In serul sanguin s-au evidenţiat 5 izoenzime ale lactatdehi- 
à drogenazei (LDH) : : LDH) „LDE, LDR,, LDH, gi LDH, care migrează în gel 
în ordinea scăderii mobilităţii lor electroforetic3.S-a stabilit 
că fracțiunea LDH, - provine, în principal din inim&,iar LDUg din ` 
ficat.Spre deosebire de , LDH, „prima izoenzimă LDH, poseci ttabili- 
tate la acţiunea denaturantă a ureei. 

Prin metoda descrisă mai sus se poate detizaina, de aeemenca, 

activitatea! fracțiunii lactatdehidrogenazei din serul: sanguin 
4 stabilă la acţiunea ureei. 


Principiul me metodei se bazează pe proprietatea ureei de. a in- 
' hiba 100% activitatea LDH, «Determinarea paralelă a activității 
globale a LDH gi activității fracțiunii LDH neinfluenţabilă de 
către uree ,pernite calcularea otita iati atatile la 
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E ureei. 


Reactivi.l. Soluţie de. uree fn solugie de , pirozoazat de. $o-- 
, diu.Se dizolvă. 14,4 Li uree în 100 = pirofosfat de sodiu O; Td 
cupă 8,8. . 
2.Reactivii 1-1 din metoda precetent&(pag.11T). 


um Modul de luerit. Sè- amestecă 01 ml ser: ailuat(1 :2) cu 0, Snl — 
`- soluție: de uree: în soluţie de pirofosfat de sodiu 0034 gi cu. | 
-0,3 ml. soluţie de NAD. Eprubeta se inchide cu: dop gi. se preincu- 

gom timp de 60.minute la 250 C. Apoi. în. eprubetă se adaugă 0, 2ml 
„soluţie de. lactat de sodiu 0, „454,8 agită: si se incubează 15 mi- 

; mute: la 37° Ca . 
| „In paralel se determină activitatea globală a LDH, fără ER 
 călzirea prealabilă a reactivilor Ila temperatura de 37°C. După re- 


4 alizarea. amestecului de incubație cu. reactivii avînd tenperatura 


camerei, se incubeazü imediat. timp de 15. minute. la 519 C. 
După: incubație cele două procedee nu se deosebesc de metoda 
descrisă mai sus. i 


Calcului rezultatelor, Se calculează procentul LDH atabilă la 
acțiunea, ureei, în raport eu activitatea globală a LDH. 

- Conform datelor din literatură fracțiunea. LDH stabilă la 
` uree > reprezintă 25-364 din. activitatea globali. a IDH. 
In bolile. ficatului. fracțiunea stabilă la uree scede( < 208), 
AMT in infarctul. miocardic’ arestet: >40%). - i 


Metoda . apectrofotometricá àe. determinare a activităţii 


lactatdehiür enazei în. serul senavintuoteda Wroblewski 
“si La Due modificati de gu. 


2 Principiul metodei, Se - bazează pe măsurarea ith. de. oxida- 
re a NADH în timpul: reacției de transformare a acidului piru- 
“yie în acid lactic.Viteza de oxidare a NADe icd se. estimează după 
schderea. extincjiei la 240 nm. 


"Beactivi, l,Solujie de piruvat de sodiu 0,01M. Se dizolvă A 1 


: mg „piruvat de „sodiu intr-un mi soluție tanpon de gea. 0,1M cu. 


E Ta Be. 
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32. .Solujíe de. NAD. H5. Gs 001%. Inainte de isata se dizo} 
vă 5 ng NAD,H,, în 3 ml de apă bidiatilată. 

5„Soluţie de carbonat de sodiu 1$. 

4. Solufie tampon de fosfati 0,1M cu pH A 8. 

5.A4mestec de soluţie tampon gi substrate. In motantul utiliză- 
rii se: prepară ameatecul alcătuit: din 1 m soluţie de piruvat de 
sodiu ,25 ml soluţie tampon. fosfat, lal soluție de carbonat de 80- 
i diu gi 5. nl soluţie: de „NAD. «He „Amestecul se agit. 


P Modul de 1 lucru. Se măsoară cîte 2, $9 ml amestec soluție tampon- 
substrate. în 2 eprubete: şi se încălzesc într-o baie de apă pink 
la 37° C. Apoi intr-o eprubetă (proba de cercetat) se. adaugă repede 
0,1 nl ser sanguin diluat cu apă bidistilată(0, 1 ml ser+0,9 nl 
` apă). Conținutul eprubetei se agitá gi se transvazează în cuva 
spectrofotometrului „Grosimea cuvei -lcm.Măsurarea se face faţă de 
un control alcătuit din 2,9 ml amestec tampon-substrate(eprubeta 
a doua) şi 0,1 ml apă bidistilati, la 540 nm.Se citegte valoarea 
extincfiei -E; „Apoi proba de cerzetat se incubează 30 minute în- 
tr-o baie de apă la 37°C. Se măsoară a doua extincfie =B, 


culul rezultatelor.Activitatea enzimei se exprimă în ni- 
diiit de substrat . transformat de un ml ser în timp de d mie 
: nut, Calculul: se. realizează. -prin formula : . 


Milimicr i = AE TW 
pl x 1 "m 
unde: Az- =E} -B3 
/50-timpol de incubajie,tn doida ; 
100-gradul de âiluţie a serului $ 
2,0T-coeficientul de extincţie la- 540 nm pentru 1 micromol 
NAD, D^ conţinut în 5 ml soluţie; 
1000-transfornarea in piiioierenati, 


a 122 i, 


2.4.0 IRI ATI aim [xS 
| PARICIPANIE LA DEHIDROGENANRA PRIMARA A SURSTRATELOR 


 Dehidregenasala-enzima. din clasa exidopeăuctazezoe atali- 

ps scindarea hidrogenului de la sxbetrat(dehidrogenars), efec- 
tand meci, AA OE Aa ae EOE a 
ancien: este: următoarea : | às : 


idi (ARE BEI HS 

š pem un, -eubstratul supus. aonseroeepaeti à 
an ES Cu. substratul oxidat ; 

Md acceptor. de biarogen.. 


Se cunosc dehidrogenaze: enserohe(dehidrogenaso. piine) oare: 
; transferă hiârpgenul la. acceptori intermediari şi dehidrogenaze 

^ aerobe capabile să transporte. hidrogenul de la. substratul supus! 

^l.emüdÉrii direct la oxigenul. atmosferic: | Visa 

dier Coenziuele  &éhidrogenazelor anaerobe pot fi NAD W NADP. aau 

m. si] FAD, In funcţie de. natura chimică a. “substratului care do- 

nenzü hidrogenul, dehidrogenazele. poartă. denumirile „corespunză- | 

toare : izocitratdehidrogenază, «-cetpglutaratdehidrogenazá, succi 

nmtăehidrogenază,,malatdehidrogenază ptoeAceste enzima sînt larg 


;  riüspindite în. tesuturile animale. şi vegetale,unde. catalizează. 


"etapa de. inceput a. oxidării biologice, etapă. reprezentată. Prin 

: câslul acizilor tricarboxilicsi gi prpcesele de oxidare a acizilor 
aaşi Pentru determinarea activitiii dehidrogenazelor s-au ela-. 
barat diferite metodes 


Determinarea. activităţii ashiarogenazetor în biomasa" 
nicroorganisnelor(Metoda Sisoev ăi, Krasna Krasna nodificatk 


partial de Artenie). 


Principiul metodei. La baza metodei. se află eapacitatea déhi-. 
dmogenazelor de a transfera hidrogenul de la diferite substrate 
(meizi carboxilici ,alcooli,glucide etc) la clorura de 2,5,5-tri- 
feniltetrazoliu(OTT) care se reduce. şi trece in trifenilforaazan 
colorat în rogu ; 


la. + eu". t$ em Sn HO o 


H.- 

% $3 MOS cms] Meme, 
D ari J-trifenii= : i A is * rifenilformazam — us 

2o. tetrazo ' "e d 


l latenéi tts arii EESE CEEE torent: sate properie- 


" 


. nali eu activitatea üebidrogenazelor, 


Beaetivi.l.Solujie tampon de fosfat. ca ps TM. Intr-un Neid. 


i cotat de. 50 ml se dizolvă 4g X5HPO,. in 50: ml, apă diotilati,apoi 
(o adaugă 10,2 g gelatină gi după dizolvaro se aduce pH-ol la 7,4 
„cu o soluţie de KOH 1N.Se completează volunal. la 50 ml cu api. 

i distilati(Solujia AY. Se dizolvă 10,4 E. MgC. .6H,0 1n 30ml apă 


distilată, se corectează PH-ul la 7,4 gi ee completează la 50 ml 


en apă distilată (Soluţia B).In momentul întrebuinţări, se. ameate-: 
„că un volun:de soluţie A cu un volum. egal de eolutie B. 


2, Solujie de clorură 4e ,2,5,5-trifeniltetrasoliu 1%. 
5, Solujie de substrat de lucru, In. calitate de donor de: hi- 
drogen ` pentru dehidrogenaze se folosesc soluţii 0,2 de acid. izo 


citriëjaeid` 9L -cetoglutaric, acid. succinie,acid naliec,glucozi.ln 
cazul soluţiilor de acizi. €arboxiliei ‘pH-ul se lajustează - LN 


lujie de. KOH la 7, 4»Inainte de: determinare, ne: amestecă volume 


egale din soluţiile de substrate. gi gue de. clorură de trite- 


niltetrazoliu 1$. 
4«Dizolvant pentru trifonilformazan.Se: €— 95 al. alcod 
etilie 96$ ou-5 ml acid acetic Sex. 
; 5-Solufie de acid ascorbic 5% cu pa 8; ,8 peutru reduesrea 
stis. Se prepară extemporanea dizolvfnd 0,5 g acid ascorbic in 10 
nl. solnjie de KjHPO,: 25,conjinfnd 0,1% gelatină gi 0,2% pad 
Se corectează pă-ul amestecului la 8,8 cu soluţie de KOH 24. 
6.Solujie stoe de: clorură de trifeniltetrazoliu.Se dizolvă 
87,5 mg CPT. Ín 100 ml apă: distilată, 


EI NO QNI S IUSSUM R 


d ri QE. QUEARIS QUE ENG MOSTRE 


` oră pentru înghețare completă. Se cîntăreşte repede I g de biomasă 


. congelată gi se zojareazk er 0,5 g sticlă pisati.Dopi 5 minute. 


de mojarare se iq TT) ml v fosfat cu pH: 7 Acea iei 1» 


- 
E í 
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Xp. d | tics ec dr : " 
se. continuă omogenizarea încă 2-3 minute gi suspensia obţinută se 
_ transvazează într-o eprubetă aflată înţr=o baie de apă cu gheaţă. 
Operajia de Mri tutis: sa execută Într-un mojar sim pe y | 
tă. — ! 
In două “eprubete notate cu probă da ceroetat gi martor se im 
,troduce. efte l ml din suspensia de biomasă . In proba de cercetat A 
se adaugă O, 2 m soluţie substrat de incru,iar în. martor 0,2 ml 
soluţie tamponi fosfat (reactiv 1) „Eprubptale se introduc într-un 
termostat cu temperatura de 2890 gi se lasă. timp. de 5-18 ore,in 
| funcjie de activitatea dehidrogenazică presupusă, 
| “La sfirgitul incubatiei,se năsoară în fiecare eprabetă ette 
5 nl disolvant(reactiv 4) pentru extragerea trifenilfornazanului 
format. Conţinutul eprubetelor se. agită. cu atenţie de nai multe 
ori în decurs de 2-6 ore.Apoi soluţiile se f:ltrează,pe hârtie de 


^ filtra cantitativă pentru precipitate fine, în eprubete uscate.Se 


: eitegte extincţia soluţiilor probei. de cercetat gi martorului. la 
540 na(filtru verde) faţă de apă distilată. 


Calcul ul rezultatelor. Activitatea Kitna se expri- 
mă în micrograme de clorură de triferiltetrazoliu. redusă (trifenil- . 
formazan format) sub gigs enzimei: dintr-un gram de biomasă 
umedă sau uscată. i 

Pentru calcularea activitäşii Pe SAP ni Sl Be hito 
o curbă etalon cu soluţie etalon” de clorură de: triteniltetrazoliu. 
. In T eprubete se introduce cite l ml soluţie de acid aecorbic 5% 
(reactiv 5) gi se adaugă e1te.0,2 ml soluţie etalon de clorură de - 
trifeniltetrasoliu conjintnd de la 0,025. pînă la 0,175 mg eubstan- - 
tă. Conţinutul eprubetelor . ae încălzegte 1h fierbere,dupá care se 

menţin la întuneric timp de 20 minute. In fiecare eprubetă se pipe- 

teazá efte 5 ml dizolvent(reactiv 4) „Extragerea trifenilformaza- 
. nului se efectuează prin agitare cu internitenţă în decurs de 5-6 
ore, Apoi soluţiile se filtrează în. epzubeta uscate gi se determi- 
nă extineţiile probelor la 540. nm(filtru verăe) . Ca. datele objinu- l 
te se trasează curba etalon trecînd pe abaci să mierograme de clo- 


rură de trifoniltetrazoliu în n. pe ordonată saci ai 
probelor etalon, . i 


2125 - 


(8.4.5.DETEDXIMIRBL ACTIVITATII UNOR ENZIME DIN - 
 .. ETAPELE TERMINALE ALE OXIDARII BIOLOGICE. 


Etapele terminale ale oxidării biologice,insofite. de elite- . 
rarea de energie,care se acumuleazi în legăturile macroergice ale. 
acidului adenozintri fosforio( ATP), sînt legate cu transferul proto- 
-~ niilor gi electronilor prin lanţul respirator la oxigenul molecu- . 

lar. M Cuna e DAT, 
| Spectrul enzimelor corelate cu realizarea etapelor terminale 
ale oxidării biologice la diferite organisme vii este deosebit de 
complex,una gi aceeagi funcţie fiind efectuată de mai multe enzi- 
me deosebite structural si din punet de vedere al cop CHE a 
lor de acţiune, 

(o5 Multitudinea sistemelor éudQué és ue în organismele 
vii, limitează posibilitatea descrierii metodelor pentru determina- 
rea activităţii tuturor enzinelor răspunzătoare de reacţiile oxi- 
dării biologice.De aceea se vor descrie numai netodele de deter- 
minare,dacá nu întotdeauna a celor. mai importante, barem a celor 
mai răepîndite gi accesibile(sub aspect metodologic gi material) 
enzime din etapele tarpine ale oxidării Adei 


prem done red CITOCROMOKIDAZE] = 


ci teet emoxtábespi ui eei c: oxigen-oxidoreductaza, EC 1. 9.3. 1), 
component terminal al lanțului reepirator reprezintă enzima prin- 
cipală a oxidării biologice.Ea este localizată preponderent în 
| mitocondriile celulelor animale gi vegetale. Ca gruparo prostetică 
| Citocromozidaza conţine o feriporfirină. In prezent există date 
care dovedesc că în preparatele de citoaronoxidază se güsegte pe 
lîngă ferul porfirinie gi cupru. Se presupune că funcţia cuprului 
este corelată cu sinteza hemului, Citocromoxidaza catalizează oxi- 
darea citocromilor redugi,proprietate bazată pe capacitatea feru- 
lui de a se oxida gi reduce mia tr Let gi donínd elec- 
troni, 

Donorul de electroni — citocromoxidazá este citocromul 
c.Müsurarea vitezei de oxidare a citocromului c sab acţiunea . 


Ben metil se: ana la. vasa a metedei ae, doierainare: a: spisi pi 
Wii acestei ensins. ü »is 

EE. plex sunk.» Musici P iiie dac iri 6. in suită 
are maximul de absorbţie la 550 na.Prim urmare activitatea cito- : 
eromoxidazei Jv gna retium NE VU Va s ai ga rai 
 selojiei de eitosres : e refus. la. ac n vu 


m E Ate. acestei. i ia Dup Mami: po&« 
te) fi determinată fn mangan; e: ema. sam ta extraștul 
F tesutului vegetal. cerostat.: 


PN) "—— M — 
|OMN/15;/cu pH 7,4. i Sa 
| 2.Solujie de eitoarom o redus.! latoni mă welsjia de ei 
oerom o cu concentraţia de 1,958.10 M fatr-un ml gi 1T ml selu- 

. gie tampon de fosfaji M/IS(pE 7,4).1o amestecul obţinut se reduce 
ti gs tai pn pus ge er IER x 
seb poa pp alge e 1, ai o onim 

5. Fericienurk de patatin! K; y 


Moda de îi „Pr šti a ri veita Obi ie - 
„tractului, ensimetic.Se. pre eazi la réce 200-500 mg josut ve- 
gotal eu soluţie tampon de ifoefaji MAS(QU 1,4) r&citk.Gaspensie - 
- obţinută se trensvazoosi fatron belpa. gotat de 25 mil gi se com- 
pleteasá la semn. cu: soluţie. tespon, Opaţinatul balonului 89 cen- 
„ trifugüsazk la 3000-4000 rot./mi 1 se toarnă intr-un ` 
vas cu gheaţă sau. meat spit: ee E eres | La la efectuarea de- 
terminlürii. 2 | 
' nio DA OLEE oi i e RU 
tură cuprinsă între O si +50 Stialăria. s reactivii ae răcesc fa 
ý prealabil... 
E. Sie moca So AAA UNUM. 4 pal de MPH Jue 
sticlă pisată, aüfcgtnlu-se 15-20. ml soluţie pentru. isolare, Omoge- 
. natul. obtinut- ui centrifuguaesk ia recae. timp. de 10 minste,la 3000- 
4000 rot./nmin. |Gapernatamtul s9 supune „centrifagării într-o centri- 
fugă ou rücire,la 15.000-19.000 eite iii de 30 minute. 
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Caatrifugatul se aruncă, ar reziduul din eprubet2le de centrifu- 
gă se trece cu 2 ml soluţie pentru izolare într-un onogenizator, : 
unde se triturează pînă la obţinerea unei suspensii uniforme, Sus- 
pensia de mitocondrii se transferă într-o eprubetă „Omogenizatorul 
se spală cu 2 ml soluţie pentru izolare care se adergă. la suspen- 
mie; de. mitocoudrii ,anestecindu-se ca aceasta. Pînă la determinarea 
activității enzimei,suspensia se ţine într-un vas en gheaţă, 

Compoziția solujiei pentru izolarea mitocondriilor 1 

soluţie tampon de "ne: de sodiu qi pocasiu M/15 gi pH 7,4; 

zaharozi 0,25-0,5 M ; 

. MgSO, O,00001M ; . 

„da 100 mi soluție tampon cu pH T, se adaugă i ] 
zaharoză = = = = = e = e = 22.2. .-.- -8,557-17, 115 E 
etilendieminotetraecetat(EDTA) sau trilon B -= > ~ -= 20. ng 
MES e recor o = 2 ml soluţie 0,001 M | 


„Măsurarea activității enzimei. Deterninarea spectrofotometri- 
că se: realizează . cu ajutorul spectrofotometrului, la. lungimea de 
undă de 550 nm. l 

| . In euva cu soluţia de Priboi ae stelei 1,5 ml extract 
enzinatic gi 1,5 ml soluţie tempon de fosfaţi sar 0,5 ml suspen- 
sie de nitocondril, i ml 2000 Băi pentru izolare gil, 5ml  — 
tampon, 
J Raportul între ta Pn mitocondrială. gi soluţia pentru | 
izolare se poate modifica,tn funcție de activitatea enzimei. 
| Spectrofotometrul se reglează faţă de soluţia de control, 
Apoi se aduce în calea fasciculului luminos cuva mua probă conți- 
nînd 1,5 ml extract enzimatice sau 1,5 ml suspensie mitocondrială 
diluată „după ce în această cuvă se adaugă dintr-o pipetă cu ca- 
pilara largă(pentru ca soluţia să curgă repede) 1,5 ml soluţie 
"de citocrom c redus gi se determină extincţia la 550 nm.Prima ci- 
tire se face după 50 secunde de la adăugarea soluţiei de citocrca 
c gi pe urnă din ainut fn minut „timp de 10 minute. Intre citiri 

se verifică reglajul aparatului faţă de soluţia de control. 

Sub acţiunea citocromoxidazei are loc oxidarea citocrczului 
c,ceea ce se constată prin căderea extincţie! «Viteza de scădere 
a extincţiei reflectă activitatea enzimei. 

La sffrgitul intervalului de 10 minute, în cuva cu proba de 
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EGLI se adaugă - 1-2 arietis de Două oi dietă de ali pentru 
oxidarea completă a citocromului e gi. din nou se. măsoară extin- 
etia. 


Calculul rezultatelor. Calculul activităţii. enzimei se exe-. 
cut. dup formula Hite i 


y  Alg(citocrom c redus) Sé! E 
; aap ri anm At " Y s tasta E) 
unde: A activitatea eitocromoxidazei, in unități convenționale $ 
D,-extincfia iniţială. a. probei. de cercetat(prima citire) ; 
$ Do-ertinejia probei de. cercetat la Bfirgitul experienţei ; 
Byeentinails probei de. cercetat. după adăugarea fericianurii' 
de potasiu ; 
t -timpul. 
Rezultatele 80 raportează la unitatea(g) de Mentes umedă . 
sau la x proteină. 


8. " 8.2. DETERMINAREA ACTIVITATII 1 ADENOZINTRIFOSFATAZEI 


 Adenozintrifosfataza(ATP-fosfehidrolaza sau ATP-asa) din 
țesuturile. vegetale gi animale constituie un sistem enzimatic 
conplex,al cărui rol biologie nu este. studiat complet. Activitate 
adenozintrifosfatazică “posedă. nu numai citoplasma, dar gi. toate 
“centrele energetice ale celulei. După E. C.Slater(1958) în nitocon- 
arii sînt localizate. ATP-aze care se deosebesc după. caracterul . i 


` dependenței de pH.Se presupune că aceste ATP-are diferite. cores- . ` 


pună celor. trei puncte de. conjugare(fosforilare) din lanţul res- 
pirator(fig.8.1). 

IP T mitocondrii, de asemenea, există 9 ATE-ază K, ,Na-dependent 
cars. intră în compoziţia sistemului enzinatie participent la. 
„transportul activ al ionilor. 

Pe baza datelor. actuale (F.Farron, E. Racker, 1970) se conferă 
ATP-azei mitocondriale. un rol mare în mecanismul de conjugare a 
oxidării gi fosforilării şi se presupune identitatea ATP-azelor. 
- eu factorii de conjugare. 

cb cloroplaste 89 evidențiază cel puţin două ATP-aze : una. 

activă la întuneric -ATP-aza Mapei şi ATP-aza ——- de 
lumină. 


i MEL. LO 


s suo ua — a — eit b eitea — eit.6 m oiteag 0, 
E T^ : dies PL 
P -P 753 ! P 
$ X 7 P : XB Cabs 
ADP | ADP — AD? —] 
ATP ' MALE a ATP 


Pig.8.1.Lanţul PENE gi. saute de rtr II d 
SE,-substratul supus oxidării ; 
À.- transportor adiacent la un pn de fostorilure H 
I gi X-faotori de conjugare P 
í P; -a ortofosfat anorganice 


In SER E cd asemenea s-au descoperit cîteva Me t ] 
bite după însugirile lor(en n Uta MD. optim.gi afinitate faţă 
de substrat). F' | 

Rolul biologie a ATP-azelor constă în eliberarea energie: 
“legăturii pirofosforice ca rezultat al hidrolizei ATP :. 


ATP + E. — ADP + I 


. De aceea ATP-ezele au o "]aseamiltato deosebită în etapa ter- 
ninală a metabolismului energetic al celrlei,în procesul de scin- 
. dare gi sinteză a ATP. 

Este necesar să rejinem că actualmente nu toji cercetătorii 
susţin punctul de vedere conform căruia în organitele ce;ulare se 
găsesc cîteva ATP-aze.De exenplu, ATP-aza. Mg-dependentă. dir mito- 
'condrii gi cloroplaste se consideră ca fiind legată cu structura: 
acestor organite,în timp ce ATP-aza Ca-dependentă din cloroplac- 
. te este privită ca o enzimă ce şi-a pierdut legătura cu meabranr. 

` Nu-i- exclus ca diferite ATP-aze să reprezinte formele: moleculare 
ale uneia gi aceleiagi enzime .Cubaina(strofantina)-inhibitor spe- 
` cific al ATP-azei K,Na-dependente din mitocondrii,nu manifestă. 
nici un efect asupra ATP-azei Mg-dependente din nucleu.$9 poate 
eonetiíde că în diferite acciaio structurale ae celulei sint 
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: localizate disloca ATP-aze, Ins CĂ ag hu S didis: presenta xt i 
ATP-aze ce. realizează. hidroliza ATP. în anunite condiții. concrete 
> din structuri determinate. 


8.4. 8.2. 1.D gimus UNITE gene ATP-ezei DIN | 


pem metodei Metoda se bazează pe. | măsurarea cantităţii 
dePanorganie,care se formează prin seindarea hidrolitiel a ATP, 
sub. "opted ATP-azei din omogenatul. tisular(centrifugat). Activi- 
tatea. ug" "Na" a *-ATP-azei totale se estimează în prezenţa ioni- 
- lor. ue” + Na” SET jactivitatea. LA *-ATP-azei în prezenţa ionilor de 
magneziu, iar activitatea Na* ,K* 7ATP-agei. se. calculează ca diferen- 
| ţa între activitatea primelor două enzimes 


Reaetivi. le Solujie tampon Tris-HCl 0,05 M eu pE 7, 4(25 ml so- 
lufie de Tris-tris-(hidroximetil)-amino-metan 0,2 M se amestecă 
eu 42,5 nl soluţie de HCL. i N gi după cé se corectează pH-ul. 
la valoarea necesaríá,se completează la 100 nl cu. apă bidistilati). 

2. 'Solujie de zaharoză 0,25 M gi RDTA 0,005 u în soluţie de 
Tris-HCl 0,05 M cù pH TE x 
| — $.Solujie acid adenozintrifosforie(ATP) 20M, ou pH 7,4; 
4.Solujie de clorură de magneziu 60 mM, cu pH T; 4j 
 5$.Solufie de Nad. 100 mM; - 
» Soluţie de KCl 20 mu ; 
ucc de acid: triolorucetie 120%. 4 


odul de lucru. Se cîntăresc 0,2- g: țesut animal gi se mojarează . 
sau se omogenizează, la rece, tinp de 5-10 minute eu 2 ml soluţie de 


SOM zaharoză 0,25 M gi EDTA 0,003 N în soluţie tanpon Tris-HCl 0,05. M 


(pH 7,4).Se determină activitatea: ATP-azelor conform initia Line 
; din tabelul 8.8. 
| In eprubete pregătite anticipat se introdue componenţii 1,2 ma 
3, 4,7 pentru Mg^* Na+ E ad -ATP-azh. gi componenţii, 1,2; 3 pentru Mg" 
ATP-ază, In urc aaa si probe. se zeii cîte 0,2 m aa casti ti- 
sular, a 
in eprabotele cu probe se măsoară cîte 0,5 ml nde, de ATP 
(component 5),se agită gi se incubează în termostat la 37°,timp. 
de 50 minute.La piri. ineubajiei se pipatează în fiecare 
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Tabelul 8.8 
Compoziţia mediului de incubație gi schema 
de efectuare a determinării 


apspèstul 
mediului 
de incubație 


.l.Solufie Tris-HCl 
0,05 M,pH 7,4(mL) 


2eSoluţie uga, (n1) 

3. Soluţie Ha (ml) 

4.Soluţie KCl (ml) 

5.Solutie ATP(m1) 

Ming l6 tisular 
m1) 


TeApă bidistilată 
(m1) . 


Incubaţie 30 minute la 3790 
8.Solutie de acid 


"aj OEE i 0,4 0,4 0,4 0,4 
9.Solutie ATP(m1) 0,9. St ^] 0,5 - 


eprubotk 0,4 ml soluţie de acid tricloracetic 20%, - 

„In paralel se execută cîte un control pentru fiecare probă 
conform tabelului, adăugînâu-se soluţia de acid trieloracetic fne- 
intea omogenatului gi după aceasta soluţia de AT». 

Volumul probelor gi controalelor trebuie eK fie în final 2 
nl. Conţinutul eprubetelor se filtrează gi în 0,1 ml filtrat se 
determină foaforul anorganic după metoda Lowry gi Lopez,modifica- | 
tă Skulacev(vezi: pag.101), l 


Calculul rezultate] «Activitatea ATP-azei se evaluează după 
Cantitatea de fosfor anorganic(tn nicrograme ), scindat. de la ATP, 
în timp de 30 minute,sub acţiunea enzimei dintr-un gram de ţesut 
. animal : " ; - i 


A = (asar sd oa pli: è 


o 232 =. 


er 
zătoare extincjiei probei ; 


a, cantitatea- de fosfor anorganie, tn atipik corespun- 
zătoare, extinc$iei sont exea. à 


underaz, -cantitatea de fosfor. anorganic, în nicrograne, eorespun- . 


- 


Beko „8, 2,2, „DETERMINAREA aium I ATP-azei VEGETALE 


"Prineipiui “ale ada îi aste acelagi ca "eel deseris la deternina- 
rea ATP-azei în țesuturile animale. 


Reactivi.Reaoctivii 1-7 de la"Determinarea activităţii ATP- 
'. azei din țesuturile animale". . 
: Modul de lucru.Se mojareazá 1 g material vegetal proaspăt 
(frunze „embrioni etc) cu nisip de cuarţ sau sticlă pisată,într-un 
‘mojar răcit.După 5 minute de mojarare(obţinezea unei mase unifor- 
me) se adaugă 4 ml soluţie. de. zaharoză 0,25.M gi EDTA 03005 M în 
soluţie tampon Tris 0,05 M cu pH 7,4 gi se continu operaţia de. 
omogenizare încă 5 minute.Omogenatul se centrifughează la rece 
(0400) timp de 10 minute,la 1000; G,Reziduul se suspendă în 2 nl 
„soluţie de zaharoză gi EDTA în tampon Tris gi se, centrifugheazü 
în aceleagi condiţii, Supernatantele de la prima gi a doua centri- 
fugare se uneso,folosindu-se. ca sursă de ATP-azăe 

Mediul de incubație este alcătuit din didia indicati 
în tabelul 8.9. 


După adăugarea soluţiei: de acid trieloracetic atît controa- 
lele ett gi probele se filtrează, Din fieeare filtrat se ia cîte 


, .O,1 al pentru determinarea fosforului anorganic după metoda Lo- 


wry gi Lopez in. nodificajia lui Skulacev(vezi pag.101). 


“Calculul rezultatelor. Prin interpretarea extineţiilor p? (— 
curba etalon 8e obţine pn fosforului anorganic în micro- 
“grame, 

Activitatea ATP-azei se exprimă în micrograme de fosfor 
„ anarganie format la`l € de material Copaan 


4 (acer tn DT "006 c 


unde:s, ,-cantitatea de fosfor anorganic, în nicrograze,în probă; 
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aa cantitatea de fo.for anorganic,in micrograms ,corespunză- 
toare ertinctiei controlului. 
Rezultatele,de asezmenea,s9 pot raporta la mg da proteină. 


Tabelul 8.7 
Compoziţia mediului de inoubafie gi schema de 
determinare a activităţii ATP-azei vegetale 


Componenţii 
mediului de 
incubație 
l.Solugie Tris-HCl 
0,05 M,pH 7,4(ml) 
2.Solufie MgCl, (n1) 
5.Solufie NaCl(ml) 
4.Solutgie KO (al) 
5.Soluție ATP(ml) 
. 6.Supernatant (ml) 


8.Soluţie de acid 
trieloracetio(ml) 
9.Solugie ATP(ml) 


.85,4.8, 5. DETERMINAREA ACTIVITATII CATALAZEI 
Catalaza(H405: H0, -oxidoreduotaza,EC 1.11.1,6) aparţine hemo- 
proteinelor,cu alte cuvinte enzimelor bicomponents,care au drept 
grupare prostetică henina,adică feriporfirina IX- 
Rolul biologic al catalazei constă în des2ompinerea apei oxi- 
genate dia celula vie,confora reacției : 


So cr Mamei ae. | 
Acţiunea catalazei,de a scinda apa oxigenată în apă gi oxigen 
molecular,se corelează cu mersul multor reacţii biochimice ale me- 


tabolismului glucidic,lipidic gi prcteic.Aceasta explică ráspíndi- 
rea largă a catalazei fn jesuturile animalelo-^,plantelor şi în 
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microorganismele aerobe. 
activitatea c.talazei poate fi determinati prin metode nano- 
MEL RTE ARIE SUR etc. 


8.4. 8.5. l. DETERMINAREA A ACTIVITATII CATALAZEI IN SINGE 
` (METOD DA BAŒH-ZUBKOYA) 


Principiul metodei.Metoda se bazează pe dozarea ci oxigena- 
te rănasă nedescompusă,după întreruperea acţiunii catalazei. Doza- 
rea apei oxigenate din proba de analizat gi din control se face 
prin titrare cu d RA MR de potasiu » mediu 16153 


apte lia ride pana se apreciază aupă diferenţa dintre kano 
. titatea de permanganat utilizată la dozarea apei oxigenate în con- 
trol gi probă. 


Reactivi.l. Soluţie de apă oxigenată ix. 

2.Solugie de acid sulfuric 10$. 

5. Soluţie de permanganat de potasiu 0,1 N.Se dizolvă 3,30 g - 
permanganat de potasiu. în 1000 ml apă distilată. Soluţia obţinută 

se transvazează într-un flacon din sticlă brună, încnis bine cu 

dop rodat gi se lasă 7-8 zile la întuneric la temperatura camerei. 

` Apoi se determină factorul soluţiei de permanganat cu ajutorul 
acidului oxalic, 


Modul de lucru, Intr-un balon cotat de 100 ml. se introduc 
aproximativ 50 ml de apă distilată gi se adaugă cu ajutorul unei 


. mioropipete 0, l ml singe proaspát recoltat.Micropipeta se spală 


de cîteva ori cu soluţie din balon prin aspirare. gi expulzie.Con- 
ţinutul balonului se amestecă pentru a se produce hemoliza totală 
şi se completează cu atenţie la semn cu apă distilată. Se qiios. 
soluţie de sînge cu diluţia de 1: 1000. 

In două flacoane conice se măsoară cîte 10. nl apă distilată . 
| gi ofte un mi de sînge diluat. Conținutul unui flabon(control) se . 
fierbe 2-5 ninute pentru a inactiva catalaza,care este o enzimă 
termolabilk.Dupi fierbere, flaconul se răceşte .Apoi se adaugă în 
fiecare flacon cîte 2 ml soluţie de apă oxigenată 1% gi se agită. 
i — flacoane se lasă în 2 Pepene pentru 30 de minute la tempera- 


tura pen După trecere^ acestui m" se sili în. fiecare 
flacon cîte 5 ml soluţie: de acid sulfurie 10% pentru blocarea. re- 
&cfiei de descompunere a apei oxigenate: declangată. de. ecatalazk. 
Probele se titrează cu soluţie de permanganat. de potasiu pînă la 
apariţia unei coloraţii slat roz.Daol în timpul titrürii se for- 
Beask. prea nul tă spomK,àtunci în flacoane se edaugü cîte o pică- 
tură de. alcool amilic. 


Calculul rezultatelor. Pentru titrarea apoi. oxigenate 1n con- 
trol s-an consumat m ml soluţie de permanganat,iar pentru titra- 
rea apei oxigenate, care a rímas nedescompusă în proba ou catalază 
activă, s-au consumat n, ml soluţie de permanganat. 

' Calcularea rezultatelor se. efectuează ţinîndu-se seana de: 
faptul. că un. ml soluție ce permanganat de potasiu X/10 oste echi- 
valent cu un ml soluție de apă oxigenată K'10.Diferenja n,-n, re- 
prezintă numărul mililitrilor de apă oxigenată N/10 descompusă de 
catalaza sanguină.Un ml soluţie de apă rc mortii N/10 confine 1,7 
mg de apă oxigenată, 

1 inzul$ind numărul. mililitrilor de apă oxigenată descoapusă 
cu 1,7 se obține cantitatea de api oxigenată, exprimată 1n mg,des- 
compusá 1n timp de 50 de minute de. catalaza din "m ml sînge, 
adick aga-numita cifră catalazică, 


Valori normale. In sîngele unan, cifra catalazick variază între 
„12 gi 20.La mamifere catalaza se găsegte exclusiv în eritrocite, 
fiind absentă în plasmá gi serul sanguin. 


ariaţii patologice. Activitatea catalazei în singe se nodifi- 
E da organele atinse de procese tumorale, în unele afecţiuni ale 
ficatului,în bolile de iradiere. 


Mo Cp li ETERUINAREA ACTIVITATII CATALAZRI IN PLANTS 


PRIN TITRARE IODOMETRICA 


Principiul metodei.Apa oxigenată rümasL- sedesepapdsá ji 
un anumit timp de incubație cu catalaza, oxidează iodura de pota- | 
sių conform putetis: 


Iodul pus în libertate este titrat ou o videns de tíosulfat 


da intu Aa concentraţie cunoscută, în prezenţa. amidonului ca. in- 
Gicator t. LA eA | 


4 36,50 EM Mar: + se a i ^ 


In paralel cu: proba 8e me reete gi un control. cu enzină 
 dónactivati de la începutul incubaţiei Diferenţa între numărul ml 
de tiosulfat. de sodiu consumat 1a titrarea apei oxigenate în con= 
trol. gi numărul ml de tiosulfat consunat la titrarea apei oxige- 


nate rămasă. nedescoapusă în probă reflectă activitatea catalazei 
din materialul cercetat. : 


Reactivi.l.Soluție. de fosfat digodio oi x. . 
2.Solugie tampon de fosfaţi de godiu 0,0l M cu pH 7. 
5. Soluţie de apă oxigenată 3%. i 

. 4.Solutie de acid sulfuric 10%. 
5.Solufie de iodură de potasiu 10%, 
6.Solujie de molibdat de amoniu 19. 
T.Solujie de amidon 1$. — 
8.Solufie de. tiosulfat de sodiu O,02K. 


: Modul de lucru. Extractia catal azei. Pentru obținerea catala- 
zei din semințele ajunse la saturitate biologică,o cantitate de | 
0,1-0,2 g material fin emogenizat. 8e extrage. cu 3 ml soluţie de 
fosfat disodio 0,1 M, într-o eprubetă de centrifugă,timp de 60 mi- 
nute,agitind din 10 în 10 minute cu kjutorul unei baghete de stic- 
1%. Conţinutul eprubetei se „centrifughează timp de 15 minute,la 
3000 otita Mg Dotat separat serveşte c aurei de enzi- 
n. 
Dacă secuit cercetate nu pot f£ adhatod asemenea în - 
cazul frunzelor,tuberculelor,fructelor,se ia o enumită cantitate, 
în funcţie de activitatea presupusă a catalazei,se nojarează la 
rece cü nisip de cuarţ sau sticlă pisatá.Apoi masa obţinută se 
transferă cantitativ cu 5-10 ml soluţie de fosfat disodie într-o 
eprubetă de centrifugá,dupá care se continuă extraciia ca mai sus. 
Pentru Mt pigmenjilor din extractul enziuatic,acesta se 
congeleasă la -5 >o timp de 18 ore gi se centrifugnheazá,Superna- 
tantul se supune — în soluţie tampon fosfat 0,01 ¥ cu pH 7, 
timp de 2 ore gi la 4?C. 
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Determinarea activităţii catalasei în extraet.In două fla- 
Coane conice de 100-nl ee măsoară cîte 6 ml soluție tampon de fos- 
ti de sodiu 0,01 M cu pH 7 gi cîte 0,1 al extract enzimatic.Con- 
tinutul primului flacon care va servi drept martor se fierbe 3-5 
minute pentru inactivarea catalazoi.Apoi se rücegte ^u apă de ro~- 
binct.In ambelə flacoane se adaugă cîte 0,2 mi aoluţie de apă 
oxigenată 3%.După agitarea conţinutului, flacoanele se lasă în re- 
paus la temperatura de 2000 exact 5 minute din momentul pipetürii 
apei oxigenata. 

Acţiunea c»talazei asupra apei oxigenato se întrerupe prin 
introducerea în fiecare flacon a cîte 5 ml soluţie de acid sulfa- 
ric 10$.Pe urmă se toarnă cîte 5 ml soluţie de KI 10% qi une pică- 
tură din soluţia de molitiat de amoniu 1%. Conţinutul flacoanslor 
se agită. cu atenţie. 

Iodul eliberat,în urma  neacţiei dintre apa oxigenată nedes- 
compusă enzimatic gi iodura de potasiu,se titrează cu soluţie de 
tiosulfat de sodiu 0,02 N pînă la culoarea galben-pai.In acest 
moment se adaugă 2-5 picături de soluţie de amidon 1% gi se conti- 
. nuÁ titrarea pînă cînă culoarea apărută la adăugarea amidonului 
dispare complete 

Cantitatea da api oxigenată descoapusă sub acţiunea catalesei 
sa află după diferenţa între rezultatele titrării zartorului 3i 
| probsei, . 


 Caleulul ebur Ou PR unitate de activitate|a catalazei 
89 consideră acea cantitate de enzimă care descompuna într-un mi- 
nut un micromol de apă oxigenată(0,034 mg). 

Intrucît la 1 ml soluţie de tiosulfat de sodiu 0,02 N cores- 
pund O ;24 mg apă oxigenată,rezultă că la numărul de mi soluţie de 
tiosulfat reprezentînd diferenţa dintre titrarea mertorului(V) gi 
probei (v) vor coreepundé X mg H0, . 


X = (V-r).F.0,94 , 


, unde: Y -numárul ml de tiosulfat consumat la titrarea nartorului ; 
v -numărul ml de tiosulfat consumat la titrarea probei ; 
F -factorul soluției dc tiosulfat. 


Cantitatea de apă oxigenată descompusk în tiap de 1 minut de 


TS 158 - 


: catalasa pp gran de material vegetal ss- , calculează cu aju- 
det icem 


Je Pad ? 
) Dacă o unitate catalazică descompune 0; 054 mg p 1,0, /min. , 
atunci A unităţi catalasice vor écinda z Eg t ih ue unde |! 


1 = iss EPA = er). 


Observaţie. Peni.ra exactitatea rezultatelor se recomandă ca 
diferenţa. V-v să nu fie mai mică de 1,5 ml. şi mai mare de 5 al. 
Ia primul cas în analiză se va. lua vn volum mai nere. de extract, 
eatalazic, iar în al. doilea: caz extreatal. enzimatio se va diluas 


8.4.8.4. DETERMINAREA ACTIVITATII PEROIIDAZEI 


. Peroxidasa(doaor : peroxid de: hidrogen-oxidoreductaza, » 
B. 1.1. 1.7),0s5te o enzimă bicomponpntă aparjintnd hemoproteine- 

lor. Ea îndeplineşte un rol deosebit ín procesele oxidoreăucătoa- 

re eorelate ju respiraţia plantelor gi animalelor.Această enzi- - 

nh catalizează. oxidarea diferitelor. substrate de. natură chimică 

determinată, cu ajutorul apei oxigenate, conform reacției : 1 

AR, + H303 — 4 + 28,0 : 

unde : AH, -eubetratal. supus oxidării gi. 

dar wBs -substratul oxidat. ad " 

| „Intre substratele care pot fi ogidate ae peroxidask fa pre- 

| zenja apei oxigenate, se nunără eraütoarele : 

-practic toti tenolii (pirocatetcill pâzegaăoi., sei galic,gua- 

l iacol etc.) liberi sau legaţi ; 


“aminele. aromatice (benzidină, parafenilendianină gi. atele); 
. -substanjele. ugor 'oxidabile,de tipul acidului ascorbic, glu- 


Si e „nitriţilor: ete. at Pi 
 Determinares activităţii petozidazai vegetal e la 


fotoelectrocolorimetru FEU 


Principi ul mat odei.Metoda se bazează pe măsurarea timpului 
. in care ossi sau E ca cca se oxidează sut ime 
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peroxiéazei în produsul de oxidare corespunsător,a cărui ooncen- 

traţie ve stabileşte anticipat la fotoelectrocolorimetru, 
peactiri.l. Soluţie de. guaiacol 185 mg în 25 ml apă distila- 

ECT sau soluţie de pirogalol 189 mg în 25 ml apă distilată 3 
.2.Solugie tampon de fosfaji de sodiu w/15 eu pă 95 
5.Solugie de apă oxigenată 0,15% 


Modul de lucru. Pentru obținerea extractului enzimatic oe RO= 
Jarează 100-500 mg ţesut vegetàl cu soluţie teapoa de fontaţi,se 
transvazeasă cantitativ într-an balon cotat de 25 ml gi es coa- 
pleteask la semn cu aceeaşi solajie.Dupi un pepaus de 10-15 minu- 


| te se centrifughează timp de 10 minute la 3000-4000 rot./min.Su- 


pernatantul se folosegte ca sursă de enzimă. 

„In aomentul determinării activităţii peroxidasci,ín două c cu~ 
ve de 2 em grosime se măsoară cite 5,5 ml apă distilată,2 ml so- 
luţie tampon,0,5 ml extract enzimatio gi l ml soluţie de substrat 
(reactiv 1).0uvele se introduc în suportul lor gi se egali sează 
cele două fascicule luminoase, cînd acul microamperzetrului se 
află la zero.Se stabileşte tamburul din dreapta la diviziunea 
0,125 sau 0,250 pe scala extineţiei jacul microanpermetrului 82 

deplasează de la. zero. In. cuva din stînga se adaugă 2 ml apă dis- 
tilată, iar fn cuva din dreapta 2 ml apă oxigenată 0 ,155,eu ajuto- 
rul unei pipete avînd capilara inferioară mai largă.Jetul de sc- 
lujie favorizează agitarea conţinutului cuvei.Simultaa cu prima 
picătură de apă oxigenată se pune în funcţie eroncaetrul. in cura 
din dreapta soluţia se colorează datorită oxidării guaiacolului 
la tetraguaiacol(maximul de absorbţie la 470 nm sf*ltru albastru-. 
verzui) sau pirogalolului la purpurogalini(maximul de absorbţie 

` la 450 na -filtru violet),acul nicroampermetrului deplasiriu-ee 
spre zero,Se notează timpul de la începutul adăugării apei oxige-.: 
' nate pînă extincţia soluţiei din cuvă ajunge la valoarea fixati 
anticipat;acul microempermetrului revine la zero.Sa efectuează 
trei determinări paralsle,lufndu-se media lor, 

Pentru măsurarea activităţii enzimei ec recomándi să se cîn- 
 türeasci o asemenea cantitate de materínl,ineft schiabarea culorii 
conţinutului din cuvă să se producă în intervalul 20-50 secunde. 
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Calculul resultatelor. Activitatea peroxidazei se calculea- ; 
ză după viteza de reacţie în. unităţi convenţionale şi se: expri- 
` má la 2 E de tesut „vegetal, conform formulei : 


ES uv — | 
J-extincjia(0,125 sau. 0,250) ; 
V-volumul soluţiei. pentru extradţie(25 ml) ; 
d-gradul : de: diluare suplimentară a extractului ensinatic 
(dacă este aortă 
t-timpul, în secunde - 
 p-greutatea materialului vegetal, în grame P 
` l-grosimea: stratului de liehid în cuvă (2 sa) 


8.4. 8.5. DETERMINAREA ACTIVITATII ASOORBATOXIDAZEI 


"hup Ascorbatoxidaza(L-ascorbat : O5-oxidoreductaza, EC 1910.5.5) 
“catalizează oxidarea: directă a „acidului, ascorbic în acid ninini 
ascorbic : i 


0mc— — yi n 0 -6— 


Ho-6. n de: 06 
-B0=0 [. Da Di i" 
p «my A VIP Cap a 
mH-b— Uc es T 
Eme RA Oeo OE pedea 
"m L-ascorbio ; - Acid L-dehidroascorbie 


Punoţiontnă ca “transportor de hiérogen,aeídul ascorbic este 
 Stríns corelat cu toate sistemele enzinatite participante în me- 
 tabolismil respirator al. celulei vegetale. 

Ascorbatoxídaza. conţine în: compoziţia sa 0,24% cupru,deci 
este o metalenzină, Enzima din varză „castraveți, dovleac, dovlecel - | 
 mariifestă o activitate foarte ridicată, i 2 dau E 


terminarea activității ascorbatoridazei(Metoda 


eremum 


Principiul me odei.la baza metodei se află. titrarea restului 
de. acid ascorbic an neoxidat în mediul de reacjis. 
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.Reactiyi.l.Solujie tampon acid citric-fosfat disodic cu 
pH 6.Se amestecă 75,70 ml solujie. de acid eitrico |0,1 MN cu 126 "m 
ml soluţie de We; HPO, +12 H,O 0,2 M. 
2. Solujie de acid ascorbico 100 ngf. 
5,Solujie de acid netafosforic 5%. 
4.Solujie de iodat de potasiu (KI0,) 0,001 x. 
5. Iodură. de potasiu. | 
6. Solujie de amidon Ms 


Modul de lucru. 0 cantitate de 1-2 g material vegetal (în fune- 
tio de activitatea enziméi)se mo jarează cu soluţie tampon acid 
oitrie=foafat disodic(pH. 6,0). După . obţinerea unei Baso omogene, se 
aduce. la un volum de 25 sau 50 ml cu soluţie tampon gi ae agită. - 

Intr-un flacon. conia. de 50 ml se introduc 2 ml de omogcnat 


i 


» Centrifugat sau filtrat. conținînd ascorbatoxidaza a se adaugă 2 


aa. Ó— de acid ascorbic. Placonul 89 ţine la temperatura de | 
25% bau 30°C timp de 60 minute.La sfîrşitul intervalului sẹ inhi- 
bă ascorbatoxidaza ou 2 ml soluţie de acid metafosforio 5%. l 

In paralel se pregăteşte un 'eontrol,nmüsurind enziza, soluţia 
de acid metafosforic şi apoi soluţia de acid ascorbic. 

Conţinutul. flacoaneler se titreasă cu solujie de iodat de 
potasiu 0,001. N.Titrarea ae efectuează în prezenţa unui cristal 
(5-10 mg) de KI gi a cîtorva picături de amidon.Sitrgitul titră- 
rii se consideră apariţia unei colorajii albastre, 


alcala] rezultatelor. Activitateal ascorbatoxidazei se ex- 
pris MEN acid ascorbie oxidat la 1 g jeeut umed: 


( );P.v, .0,088 
xz "1-3 i 


i Yoep 


unde:n, -volumul (m1) solujiei de iedat consumat ia titrarea con- 

trololui ; 

a -vonum2 (a1) eelsiiei de iodat comment în titrarea pro- 
bei ; 

P -factorul solujiei de iodat de potasiu ; 

.0,086-mg de acid ascorbic coresponsütoare la 1 ml soluţie a de 

iodat de potasiu 0, OOL- N ; 
“i -volumul total al ssogenatului(31) ; 


Ec FER? PRN de' ge PERS sau filtrat j Amat pentru titrere(2 ay 
`- p -masa TE etntkrit(g). 


.B«2-DOZAREA UNOR WE vETMPOLITI PRI si mun D | 
Ai METAPOLISMULUI [CM 


| 8541. DOZAREA ctim. zme 
Acidul piruvic ocupă un loa. central 1n multe procese. metabo- 


- lice, constituind veriga, de legătură între metabolismul glucidic, 


i lipidie gi proteic.Formindu-se 4n glicolisă, acidul piruvic se 
“poate transforma prin trensaminare ín. alanin gi astfel se inte- 
groază în. metabolismul proteinelor.Apoi,prin decarboxilare oxida- 
tiw acidul piruvic se transformá în: acetil-CoA, care poate intra 
i în. reacţiile legate de metabolismul lipidelor sau poate să se oxi-. 
dese, la dioxid de carbon . şi apă cu eliberare. de energie. 

Această poziţie. centrală a acidului piruvic. în. metabolismul 
„substanţelor poate fi ilustratá prin schema : 


Glucide - 
“acid lactic nc mirare d 


Acid oxadacetie : 


i JPrineipiul me odei.Aeidul piruvio aš. eu. aldehida oalieilieă, 
în. mediu putérnio: ieslin,o queries partocalie eáre se poate. 
colorimetra, 


; eactivi. 1.Solsgie | de acid: tricloracotie 68. S0  plstreazk la 
T Aid. 
v2. Solufie. de hidroxid de potasiu : 100 g de hidroxid de pota- 
^ siu se dizolvë în 60 ml apă distilată.Dacă soluţia depune Sieateé- 
` tats ia pentru reacţie lichid supernatant limpede. | 

3,Soluţie de aldehiâă salicilică: 2% în aloool etilie 965.80-. 
lufia este stabilă ofteva luni.. 

4.Solugie stoc de: piruvat de sodiu. Se dizolvă 124, 9 ag de^ 


/', pirüvat de sodiu in 100 ml de apă distilată la balon cotat; 


De Solujie etalon de piruvat. de sodiu: într-un balon- cotat e 


50 ml se Tr 1 ml din soluţia stoc de piruvat de sodiu " se — 
completează la semn cu apă distilată. Intr-un nl soluţie etalon se 
găsesc 0, 02 mg de aciă piruvic. 


Modul de lucru.a)Deproteinisarea. Intr-o eprubetă de. eentrifu- 
gă se iau 5 ml de sînge oxalatat recoltat proaspăt se adaugă 3 nl 
soluţie de acid tricloracetic 6%,ac agită gi se lasă 5 minute în 
repaus. Apoi, se filtrează seu se centrifughează timp de 15 minute 
la 3000 rot./mine 1 

b)Dezvoltarea c ixi: In două eprubets se năzoară reactivii 
indicaţi în tabelul 2. 


Zabelul 8.10 


Reactivi | ^ „Probă Control 
Filtrat incolor gi transparent (ml) 1 - 
Apá distilată(ml) - | | idu. 0,5 
Soluyie de acid tricloracetic 6S(nl)  - 0,5 
Soluţie de hidroxid de potasiu(ml) Aw Mă l 
Soluţie de aldehidk salicilicá(n1) 0,5 0,5 


Se agită bine gi se introduc eprubetele în baia de apă 1a 
37°C pentru 10 minute.Se răcesc repede şi se citegte extineţia 
probei de cercetat la fotoelectrocolorimetru,utilisfnd filtrul 
albastru(470 nm) şi controlul ea lichid de compensație. 


Caleulul rezultatelor. Pentru calcularea cantităţii de acid 
Piruvic în volumul de filtrat luat pentru reacţia de culcare se 
trasează o curbă etalon conform tabelului 8.11, 


Tabelul 8.11 


m 7 = ob 
Reactivi 

Concentrația acidului 
piruvic în probă (ma 91002 0,004 0,008 0,C12 0,026 2,020 - 
soluţie etaion de pi- 
Tuvat de sodiu(ml) 0,1 0,2 0, 9,6 0,8 1,0 0 
Apă distilată(m]) 0,9 0,8 0,6 0,4 + [e 1,0 
Solufie de KOH(ml) $ pă d l 1 2 


Solutie de aldehiadă 


aa)icilică(ml Q 421 52 02 22. 05 S 


=- 


Se agită PAPI termostateazü inp de 10 minute la 51? C, se 

. riceso eprubetele gi se Mint oM. probele: 1-6 da 470 nm faţă . 
-ào proba T. u— 

Se trasează curba etalon notind pe prăonată extinejiile,iar 
pe abaci să-concentraţia acidului. piruvic în probe. i è 

„1... Notind eu a mg de: acid piruyic găsite pe. curba etalon după 
.extinejia. probei de cercetat, cantitatea de acid piruvic în t00. mlo 
Mago ss calculează eu “ajutorul formulei t 


mg acid pirovie/100 nl puts A 


Observatie. Soluțiile stoc gi etalon de acid piruvie sînt pu- . 
ceni Kod stabile, aga cá se vor prepara extemporaneu, . 


ariaţii fiziopatologice, In sîngele normal conţinutul a mal 
lui ar. reprezintă 0,5-1,5 mg%. 
| Cregterea concentraţiei de acid piro c în sînge se. constată 
după. efort muscular pop piterniódydigin alimentar bogat în glu- 
oide. i 
Cantitatea acidului piruvie in) inge poate sá crească în avi- 
taminoză Bye „Aceasta se -explică prin a6098,cÀ. în. „lipsa vitaminei By 
„care. sub fornă de tiaminpirofosfat constituie una din coenzimele | 
piruvatdehidrogenazei(piruvat: lipoat-oxidoreductaza,EC le 2,491), 
este tulburat procesul. de decarboxilare oxidativă a acidului piru-. 
vie gi ca urmare se observă acunularea acestui. acid în sînge. . 
l In unele cazuri creşterea acidului. piruvic în sînge poate să 
tie provocată de MC leziuni.ale ficatului, 


8,52. DOZAREA ACIDULUI LACTIC 


In organismul viu aeidul lactic se formează 1n urna reaejiei 
de reducere a acidului piruvic gub acţiunea lactatdehidrogenazei . 
| RENE 1.1.1.28) gi ou participarea 
NADH: | a | e. 


(OH — | .QooH 
GO” + NADH, E H-O-OH + NAD 


e Aeid piruvic Aeid lactic 


035 = 


Acidul lactic este produsul final al glicolizei în condiţii 
anserobe.In efortul muscular,cînd necesitatea de energie este asi- 
gu-ată temporar printr-o glicolisă intensă cantitatea acidului 
lactic cregte apreciabil în tesutul muscular gi în singe. Pe ca- 
lea sîngelui acidul lactic ajunge la ficat,unde parția` se oxi- 
dează în acid. piruvio(care ss catabolissasă aerob la CO, gi H50), 
iar parţial se. transJormÉ în glucoză sau glicogen, . | 

In prezent cea mai răspîndită metodă de dozare a acidului 


lactic este metoda colorinetrică Barker gi Socsereon. Mai jos se 
“prezintă această metodă modificată. 


Principiul metodei.Proteinele se iiim cei ii 
tare cu acid tricloracetic,iar glucidele prin precipitare cu hi- 
droxid de calciu în prezunţa sulfatülui de cupru,Acidul lactic 
prezent în filtrat se transformă prin încălzire cu acid sulfuric 
concentrat în aldehidă acetic : 


îm SE, | 
H-C-OH 4. -0-0 + HO + 003 


Acid lactic Acetaldehică - 


Aldehida acetică formată se condensează cu BPP o 
lul,rezultind 1,1-4i-(hidroxzidifenil)-etanul, care în prezenţa 
acidului sulfuric se oxidează într-un complex colorat în violet. 
Intensitatea culorii soluţiei este proporţională eu cantitatea 
de aldehidă,prin urmare gi cu cantitatea de acid laetice 


mn TE TA H4C — cu 


p-Hidroxidifenil HO 
1,1-Di-(hidroxifenil)- 
„tarul 
,Reectivi.l.Solugie de acid tricloracetic 55. 
2eSoluţie de uulfat de cupru 20%. 
DeSoluţie de sulfat de cupru 4%, 
 4.Hidroxid de calciu p.es 
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: 5, Aeid: sua furie ecnoentrat(4s1,84). 
6. Soluţie. de: p-hidroxidifenil 1,5% în soluţie de NaOH 0,55. 
^ Se iea prepararea acestui reactiv în momental utilizării, 
Ku eo conservă! decit 2-5 sliptántni, zi ; 

T.Lactat de litiu(caleiu sau — sau acid 1actie titrat 
pentru. soluţia etalons à 


: Mod ul de lucru E E piure a prot UE două Lube 
E de centri fugă se măsoară cu. ajutorul unei pipete efte 0,2 ml sîn- 
ge sau ser.Se adaugă cîte 0, 8 ml soluţie. de acid trieloracetie | 
5%, 8 agită gi după ce se Jast în repaus Eod de 30 minute se. 
;centrifugheazh. A 
b) Separarea glucidelor. Fără a. se deckt NUTUS: gi 
fără a se aduce. în suspensie preeipit vatul se adaugă 0,4021 solu- 
ţie de sulfat de cupru 20%,apoi O, ,250 g de hidroxid de ealeiu 
fin pulverizat gi 0,35 ml apă distilată. Se “agită. supernatantul 
din 5 în 5 minute într-un interval âe tiap de 20 minute. Se trece 
precipitatul în suapensia gi după 10 minute. amesteieull s se contri- 
fugheazü timp de 15 minute. la $000 rot./min,. 

| c)Transforua-ea acidului 1 actio în acetaldehidk, „Se măsoară 
cîte 0,5 nl centrifugat limpede în alte eprubete eurate,introdu- 
se într-un pahar cu apă rece sau mai bine cu amestec de apă gi. 
.gheafá.In fiecare eprubetă 86 adaugă efte 0, 05. nl(o. picătură) . 
soluţie de sulfat de cupru 4% gi picătură Ca. picătură, 5 ml de 
acid sulfurio concentrate Amestecul 5€ agită cu atenţie gi epru- . 
batele se introduce pentru 5 minute în baia de apă la Ern 
după caro se răcesc la temperatura. de 2000, 

â)Bteatuarea r reacției de culoare cu p- nidroxidifenilul.In - 

eprubstele bine rácite(ptnÁ la . 209 0,0 rütire. necorespunzătoara 

a amestecului duce la descompunerea p-hidroxidifenilului gi ca 
atare se obţin rezultata scăzute în deterninarea acidului lactic) 
se adaugă cîte o picătură (0, 05 ml) de soluție alcalină de p-hi- - 
droxidifenil.Eprubetele se lasă 50 minute la temperatura camsrei, 
agitfnd ugor din timp în timp conţinutul lor pentru dizolv.ea 
preeipitatului format prin adăugarea p-hidroxidiferilului.in 
acest tinp,emeatecul de reacţie capătă culoarea albastră. După ce 
au trecut 30 de minute,eprubetele se introduc timp de 90 secunde 
într-o baia de apă la fierbere.]n cursul acestei finrbori are 


ies clarificarea siiéate colui ca urmare & distrugerii excesului de 
p-hidroridifenil, iar culoarea albastră trece fn culoarea violet, 
stabili mult timp(pini la 5 ore). 

e)Müsurarea intensității eulorii.Dupi. fierbere eprubetele 9 
„răcesc în apă rece gi 'se determină intensitatea culorilor la. en 
eleetrofotocolorinetru la. 560. nn. Colorinetrarea se efectuează faţă 
de proba dè control. pentru reactivi „Această probă ce realizează în 
„paralel cu probele de cercetat începînd de la nomentul"c ".In loc 
de centrifugat se măsoară. 0,5 ml apă distilată. gi „apoi se proce- 
dează la fel ca gi în cazul probelor cu centrifugat, 


Calculul tn talie apă: media extincjiilor probelor de: 


cercetat so găseşte pe curba. etalon concentraţia acidului lactic 
în „volumul de centrifugat luat pentru reacţia de culoare, 

Cantitatea de acid E onte în ng,in '100 ml singe so 
calculează după formula : 


— 
; M Ma. Were lc . : 
unde:a -cantitatea de acid lactic(in mierograme),corespunzütoare 
„extineţiei probei de cercetat „găsită pe curba etalon ; 


100-coeficient de transformare în procente : 
1000-coeficisnt de transformare în mg ; 


„Construirea curbei etalon, Pentru obţinerea curbei etalon se 
poate utiliza o soluţie titrată de acid lactic sau o soluţie de 


lactat de litiu,zinc sau calciu.Dacă se folosegte lactatul de li-e- 
tiu se procedează în modul urmütor.Intr-un balon cotat de 100 nl 
8e introduc 52,52 mg lactat de litiu,se dizolvă în 5 al soluţie 
de acid sulfuric diluat (1: 10) şi se completează la semn cu apă 
- distilată, Aceasta este soluţia stoc de lactat de litiu.Intr-un al 
de soluţie preparată astfel se. gás^gte 0,500 mg de acid lactic... 
ajutorul unei pipete se introduc 4 ml din soluţia stoc de lactat 
de litiu. într-un . balon cotat de 50m gi se coaplctează la semn 
cu apă distilată. Soluţia obținută. reprezintă soluţia etalon. Un l 
din această soluţie conţine. 0,040 mg acid- laetic. 

“Pentru construirea. curbei etalon se prepară seria de soluţii 
etalon indicată în tabelul. 8. ar : 


Ee 


NEN 3 bo: E Probe T 


POR BRER PS prre 


.U Xaetio. in. Memtnigre i 


grane): .. Tae qr. + S E A 
. Soluție. etalon de kako AAR SQ aan A AT ERE 
Ys lactat(ml) T g m 0,025: 0,05 04,1. 0 >2 0,5 0,4 0,5 0 
tal Api distilati(ml) 2,415 9,45 0,4 (0,5 62 0,2 0 0,5 


0 OR. seria de soluţii preparată. se binetan. reacția de. eu- 

` Qoare în 'modul descris mai eus(tncepfnd: de la momentul "c"). 
"Măsurarea extinoţiei . se realizează la 560 na, faţă de proba 
de control (proba: 8). 

"Pai Inainte dea trasa: curba etalon se repeti. reacţia de culoa- 

^. re încă de două . ori, de fiecare dată: pregătindu-se o nouă soluţie 
stalone urba etalon. se construieşte. folosină mediile. pietii dee 
găsite în cele trei repetijii. [9 s 


s Observaţii »In prezenta metodă Foarte. nare importanţă are 
spălarea. corectă a stioläriei. După indicaţiile. “autorilor rezulta- 
"tele pot fi influențate chiar de simpla atingere. cu. degetul a 
pereţilor interiori ai „eprubetei din qauză prezenţei acidului: 
lectie în. transpiraţie, Pentru îndepărtarea urmelor ionului de: 
crom care împedică dezvoltarea eulorii,stiolüria se spală cu apă. 
distilată după tratarea eu. amestec cromic- gi se introduce într-o 
soluţie de hidroxid - de sodiu: R/10 timp de 50-40 ninute apoi se 
repetă spălarea” cu o: cantitate mare. de apă distilată gi se se usucă, 
„Se poate curăța stollria gi prin fierbere timp de. 50 minute în 
soluţie de detergent. 0,5%; se spală. de două ori cu apă distilată | 
ta. care se: fierbe. 20 minute,se olätegte gi se USUCĂ. 


Valori fiziologice. In sîngele omului. sănătos aflat în re- : 
paus “concentraţia acidului lactic este de 5-20 ng5. După efortul. 
muscular concentraţia acidului. lactic sanguin poate. eregte ca- 
^ urmare a intensificării procesului de. glicoliză anaerobă în 
mugchi. 


otii 
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LEPIDE SINPLE SI LIPIDE OOMPLEXE, 
; „ METAPOLISHUL LOR 


Lipidele. alcătuiesc un grup de compugi organici care se ca- 
racterizează prin eterogenitatea structurală gi functionali. 

Din numeroasele variante de: clasificare a acestor substanţe 
.8-a impus cea care separă lipidele în două mari grere : 
 -lipide vimple (neutre) gi 
„lipide. complexe (amfifilice). 

In grupa lipidelor simple intră trigiiosridele,ceridele ste- 
videle ete,,iar. lipidele Panina cuprind fabteiipte unies pita 
lipoproteine, 

9.1. DETERMINAREA LIPIDELOR R TOTALE 
' Pentru dozarea lipiaelor totale S-au propus numeroase Leto- 
de,care pot fi grupate astfel: 
a)Metode gravimetrico constínd în extracția. lipidelor tota- 
le din țesutul analizat cu un solvent sau sistem de solvenţi,pu-. 
. rificarea extractelor uscarea ji cîntărirea reziduului lipidic. 

. Aceste metode se disting prin specificitate şi exactitate, însă 
sînt foarte laborioase,necesită o cantitate nare de material bi- 
ologic gi mult timp pentru efectuarea analizei, 

' b)Metodele oxidative în care se realizează oxidarea lipide- 
lor cu dicromat de potuit. sau acid nete pronti: de titrare sau 
colorimetrare. . 

e)Metode NUNT A TEER VERI pe compararea turbiditijii 
standardului şi soluţiei de cercetat „Valurile obţinute prin acre». 
te metode nu sînt. totdeauna cantitative, 

d)Metode colorimetrice care au la bază reacţia de culoare 
dată de lipide cu Treactivul constituit din vanilină,acid fosfo- 
rie gi acid sulfuric,Majoritatea autorilor care folosesc yentru 
dozarea. lipidelor totale reacţia cu reactivul sulfofoafovanilic 
apreciază că metoda este rapidă,tehnic simplă gi dă rezultate 
comparabile cu metodele gravimetrice, 
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| V—————— 4, 
ANIMALE PRIN METODA POLOS SI COLABORATORI, 


MODIFICAT À DE. I. F. DUMITRU. - 


` Principiul metod oi Lipidele totale: ant extrase din *fesutul 
i .animel analizat cu ajutorul unui amestec de cloroform gi alcool  - 
metilic.Din extractul lipidice obţinut go îndepărtează impuritkji- 1 
e nelipidice prin spălare cu. apă. După. uscarea residuului lipidie 


se dozează lipidele. totalé Pe cale  ararimpteieăy 
Rsactivi ele Cloroform. 


= 2.410001 metilic. dos Me d 
| Modul de lucru. Obtinerea extzactgăui, lipidio si metus 

. lui.Proba de. $esut(fesut cerebral: 2004250 mg;fieati 500-400 Ag ` 

z muşchi £ 400-500 mg) se triturează: intr-un mojar eu. nisip de inei 
sau sticlă pisati.Masa omogenă. obfinuti Bo trece cantitativ: cu 

- 25 ml amestec de eloroform-alcool metilie(2: 1) intr-o. eprubetă 

cu dimensiunile de 16/180 mm. Eprubete se. înehide ca dep: de eau-. 
ciue gi eonjinutul ei se agită: energie timp de 10 minute. Apoi 

; conţinutul eprubetei se filtrează, pris hîrtie de filtru eantita- | 
i .tivi,intr-0 eprubetă gradată. de 25 al eau: fntr-on balon cotat de 
25 21.Reziduol gi filtrul 'se| spală. ca amestec de eleroform-meta- 
 noa(2: 1) pînă se. completează volumul filtratului la 25 ml. |. 

; „Pentru îndepărtarea impurităților nelipidice gi acvosolubile, 
într-un pahar Berzelius de 25(50) ml se măsoară 15440). m apă . . 
distilată gi apoi încet gi cu atenjie,se introduc 10 ml de. extract 
lipidic cu pipeta sub stratul. de apă,evtitîndu-se agitarea gi i 
lais amestecarea celor : două lichide.Paharul Berzelius éste ímersat in- 
tr-un vas care conţine 400-500. nl apă. distilată, Vasul se acoperă 


- eu o placă de: sticlă. gi. se lasă în repaus timp. de 24 de ore. La 


afirgitul acestei perioade. de timp, în piat Berzelius se pot 
observa trei faze dístincte : E d 

-faza superioară, limpede,conjinind i gi aleasă. metilic,se 
 gásegte fn.contagt direct cu apa din vasul de spălare! ; E 
faza inferioară eloroformick;puternie opalescentk ; 

-la` limitele de separare. a color două faze,o peliculă albă, 
densă gi unitară care epe lipide şi ae d 


y pr 151 e Fi 


| mac A i eoa etait ns » 

delor.Paharul Berzelius este scos din vasul de spălare gi faza 
superioară se îndepărteasă prin sifonare,lăsîndu-ae deasupra pe- 
lizulei albe un strat de lichid (amestec de apă gi alcool metilic) 
gros de 2-3 nn,evitindu-se astfel distrugerea ei.In paharul Bèr- 
` £elius se adau gi cu o. pipetă 5-5 ml de alcool metilic pur pentru 
disolvarea peliculei de lipide şi conţinutul paharului se agită. 
Dacă pelicula lipidică nu se dizolvă complet,se adaugă alcool ne- 
tilie,pielitur cu Perte cînd soluţia cevine viera tran- . 
sparenti. 

După dizolvarea completă a peliculei lipidice conţinutul pa- 
harului Berzelius se trece cantitativ,prin spălări repetate cu 
cantităţi mici de alcool metilie(0,5-1 ml),intr-o fiolk de efnti- 


rire sau într-o capsulă de porjelan(sticik). 


Extractul lipidic se usucă mai întti la temperatura camerei, 
timp de 24 de ore.iar apoi în termostata temperatura de 50-6009C.. 
Uscarea extractului se continuă pînă la Obfinerea,prin cîntărirea 
repetată a fiolei(capsulei),a unei valori constante. 


„ Calculul rezultatelor. Păcînd diferenţa dintre greutatea fio- 
lei (capsulei) cîntărite cu gi fără reziduu lipidic se află canti- 
, tatea de lipide corespunsütoare volumului de extract lipidio uti- | 
lisat pentru purificare prin spălare. Cantitatea du lipide totale 
Ain jecutul analizat se expriaă în grame la 100 g de fesut,con- 


form formulei : 
unde:a -masa reziduului ruso rămas în fiol&(capsul*) după 
“uscare gi cîntărire - 
p -cantitatea de Pam — luată pentru dosarea lipi- 
delor. 
| Importanţa practicK.Metoda gravinetrică de dozare a lipide- 
lor totale în țesuturile animale are o eroare zedie da 2-3%. Degi 
„nu este rapidă,metoda se caracterizează prin simplitate tehnică. 
Dozarea lipidelor totaue în creier,ficat,inimK,mugcehi,splinl etc. 
. prin metoda Folch în modificarea descrisá,permite obţinerea unei 
izagini obiective asupra stării funcţionale s orzanelor menționa- 
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"$9. DOZAREA LIPIDELOR TOTALE IN SERUL SANGUIN 
PRIN METODA e REACTIVUL SULFOFOSTOVANILIQ- 


Princi piul pe SUM Produgii de scindare a lipidelor nesatu- - 
rate formjazü cu. reaotivul alcătuit din acid aulfurio, „acid fos- 
 foric gi vanilină,un complex colorat a cărui intensitate este 
proporţională cu cantitatea de lipide totale din serul sanguin. 


Reactivi.1l. Acid sulfuric concentrat. p.a. eu densitatea 1,84. 

2.Acid fosforic: concentrat. Peas, CU densitatea. 1 ,10-1,T75. 

de Soluţie de vanilină 40 mM.Se dizolvă 0,6 g vanilină in 10-: 
15 ml. apă distilată prin încălzire pe baia de apá;dupá răcire vo- 
luzul se completează la 100 ml cu apá distilată. 

4a Amestec fosfovanilic.Se amestecá 4 părţi de. acid ortofon- 


- forio concentrat cu 1 parte soluţie dec geniis 0, 69. 


5. Clorofora chimic pur. | . 
6.Solugie standard de. trioleink,Se dizolvá 460 Eg trioleink 
în 100 ml cloroform,la' balon cotate Soluţia: de trioleină cu aceass- 
j tă concentraţie. dá o reacţie de culoare. de aceeaşi intensitate ca 
„gi cea produsă de un ser sangain. conjinind 1000 mg lipide. tota- 
..1e/100 m1. Ca standard mai poate fi folosită si o solujie. de co- 
' lesterol 1000 mg/100. nl in cloroform 


ui “Modul de lu cru. „eprubete obignuits se. dieta: separat 
0,05 nl ser(probă), 0,05 ml soluţie standard (proba standard) gi 
(00,0 nl apă distilatü(control 7 reactivi) „In fiecare eprubetă se 
adaugă cîte 2,5 ml: acid sulfuric concentrat. gi se agită conjinu- 
tul lor.Eprubetele se introdue pentru 10 minute într-o baie de 
apă la fierbere, Cînd: se scot din baia. de.  apá,eprubetele 'se răcesc 
imediat, cu apă de robinet,la temperatura camerei. 
E Din. fiecare eprubetă se pipeteazü cîte 0,2 ml soluţie care 

se. introduce în alte eprubete conținînd cîte 3 ni axestec fosfo-. 
 vanilic(reactiv 4).Dupá agitare ,eprubetele se lasă în întuneric 
timp de 45 ninute,la temperatura camerei „Se dezvoltă o culoare 
roz care se fotometrează faţă de control 3a 530 nm(filtru verde). 


Calculul rezultatelor. Cantitatea lipidelor totala în serul 
sanguin se poate calcula cu ajutorul formulei A 


.= 155 - 


à p^ 04 SE x 1000 
“mg lipide totale/100 nl ser = -PBI9b8 7 
d iss Estandara 
^  Observatii.l.Serul sanguin se poate tine la frigider 3-6 zi- 
le. | A À m 
2.Deoarece reactivul fosfovanilic gi acidul. sulfuric au vís- 
cozităţi mari,se recomandă adăugarea lor cu ajutorul unei biure- 
te. A. i : , 
5.S.iellria folosită pentru determinarea lipidelor se va 
spăla. separat.Este necesar ca că Tie spălată cu multă apă disti- 
lată gi în final cu alcool, 


Insemătatea practick,.Valorile normale ale lipidelor totale 
în sînge(lipemia) sînt cuprinse între 500-800 mg/100 ml ser. 

Lipeuia variază în funcţie de virată,sex,rasă,alimentaţie, 
echilibru neuroendocrin, lină, profesie sarcină. 

Concentrația lipidelor totale în sînge se modifică gi într- 
o serie de stări patologice.Astfel,la diabetici,alături eu hiper- 
zlicemia,se observă o hiperlipemie puternic exprimată (1000-2000 
ng$).in nefroza lipoidică conţinutul lipidelor în singe 
atinge valori încă mai riăi cate (1000-5000 mgb).Hiperlipemia este 
un fenomen constant în ciroza biliară a ficatului gi în hepatite- 
lo acute, Cregterea conţinutului de lipide în sînge se descoperă 
la persoanele nuferinde də nefrit cronică gi acută. 

Valori crescuţe ale lipidelor totale în serul aanguin se 
evidențiază în hiperlipemia pereis M obenite te hápptáredAAe, 
pancreatită,aterosoleroză. 


9.2 ANALIZA TRIGLICERIDELOR 

Trigliceridele sau grăsimile neutre sînt larg ráspindite In 
celulele yegetale gi animale.Existl grăsimi de rezervă şi grási- 
zi protoplasmatice.Ultimele reprezentind o parte cozpcnentü a 
protoplaszei au o compoziție constantă şi nu se catabolizesaz^ 
nici în cazul că organismului îi lipseşte hrana. 

Grăsinile ce rezervă se acumulează în cantitate mare în ae- 
nintele gi fructele multor plante, care servesc adesea ca materie 
pr imă pentru obținerea prăsinilor vegetale, numite şi uleiuri. 


QUMETS T TP IRE * 


Grüisinile. neutre. sau. , trigiiéeridele stat un amestec a. es- 
"e teri ai tert: eu 3 acizi ries mosas t 


E rA E 

2 unde PES " AE IA de acisi graşi... — | : 

€ In compoziția grüsiuilor predomină acisii gagi saturaji, ca 

„de exemplu, acizii. palmitio [m (ai); jooog] şi: steario ` 

| [Gi (222), 0002] gi acizii nesaturagi-oleic [um 
008], 11no316 (t, (G5), Graia, area at), ,COOB] gi. 1inolenie 
[81562 atasa, Geaca, cacat at joopa] „Unele grăsimi,de exemplu, 
din nuca de cocos,âin lapte eto, şconjin în compoziţia lor pe 

Bu lîngă acizii amintiţi mai sus. gi acizi graşi. cu greutate molecu- 

lari mică,ca acizii butirio [s (68,3, 000d, apro apa), coo, 

gv osprilie. [as Ca) eod] si alţii, 07 

- Grăsimile se. diferenţiază. după proprietăţile lor care: sînt `` 


deea de.o serie de. constanta: indice de c NE EQ NN 
"de saponificare,indice de iod eto. ` 


: Analiza grăsimilor. cuprinde. determinarea ein Lusia lor 
în organele plantelor sau în tesuturile- animale gi stabilirea 


'eonstantelor specifice grüsimii date. i 


9.21.08 HMINARBA QRASDHÍJ BRUTE IN PLANTE 
: Metodele de: determinare a. conținutului de grăsime se “bazează 
maj. ales pe proprietatea acesteia de à. se dizolva în diferiţi 
“solvenţi organici. Gräsimea 'se. extrage complet. din- naterialul bio-. 


.; ^ logic cercetat cu ajutorul unui solvent. adecvat . gi se determină 


pe: cale: gravinetrică după evaporarea extractului la. Bec sau se 
calculează în funcție. de greutatea probei- degresate. Intrucit,sub 
"acţiunea. solvenjilor organici de obicei 5e extrag nu numai grü- 
simile,ci gi acizii. graşi „olorofila,carotenoidele, uleiurile: 
eterice,glicerofosfatidele; sterolii ete. ,preparatul obţirnt (în . 
care "pe grüsimile) se numegte adesea grăsime "brută". 


| 


9,2.1.1.METODA SOXHLET 
Principiul moetodei.Grüsimile se extrag la cald din materia- 
lul de. provenienţă vegetală cu ajutorul solvenjilor organici (eter 
. etilic,eter de petrol,cloroform,dioloretan etc) gi se determină 
gravimetric după evaporarea extractului la sec. 
Pentru extracţie se foloseşte aparatul de tip Soxhlet(fig. 
9.1).Aparatul este format din trei părţi demnotabile : 
-balonui termorezistent cu glif A,în care se încălzeşte sol- 
ventul gi se colectează extractul ; 
-extractorul B cu glifuri la ambele extrenităţi,în care se 
d introduce un cartug din hîrtie poroa- 
să C,confinfnd materialul de extras. 
Extractorul B este prevăzut cu două 
„tuburi laterale de sticlă: un tub mai 
larg l,pentru trecerea vaporilor de 
solvent din balonul A în partea supe- 
rioară a aparatului gi un tub subţire 
2,care servegte la sifonarea extrac- 
tului din extractorul B fn balonul A; 
-refrigerentul cu reflux D pre- 
văzut cu bule, 
Incălzirea aparatului se Pi pe o 
baie de apă electricá,din cauza infla- 
mabilităţii solventului organic.In caz 
că se folosegte gaz pentru a încălzi 
baia de apă,flacăra becului se va 
stinge ori de cîte ori montám sau de- 


Fig.9.1.Aparatul Soxhlet. montăm aparatul. 


Modul de lucru.Dupá bogăţia în grăsini,se introduce o canti- 
tate de 2-12 g din materialul vegetal,uscat gi fin nmücinat,in 
cartugul C care în prealabil a fost cîntărit împreună cu dopul 
său de vată degresatá.Materialul prelucrat se acoperă la partea 
Superioară cu dopul de vată şi se recîntăregte cartugul le ba- 
lanta enalitică.Prin diferenţă se află cantitatea exacti a mate- 
rialului luat pentru extracţie. Cartugul C se introduce în extrac- 
torul B.Inălţinea cartugului folosit trebuie să fie cu circa 


24.156 - E 


0,5.cm mai mică decft nivelul curburii superioere a sifonului 2, 
deoarece altfel s-ar putea ca materislul din partea superioară 
a cartugului să nu fie complet spălat. de solvent, iar- aavet 
aflată acolo să fie nunsi parțial extrasă. 

Balonul A perfect curat gi uscat, ,conjintnd cîteva bucăţi da 
piatră ponce degreaate 59 întăreşte ia balanţa analitică. In ba- 
lonul A se introduce pînă la 2/3-3/4 din volumul lui solventul 
folosit pentru extracţie, Balonul. A: se! "unegte cu extractorul B, 
introdueînd partea inferioară a acestuia în gitul. balonului. După 
acsasta se fixează balonul pe: o baie de apă rece gi la partaa su- 
. perioară a extractorului se montează. refrigerentul D iim care oe 
. trece apă rece. 

Dupá instalarea completi a Moenia. Soxhlet | pe baia de 
apă, conţinutul balonului A se. încălzeşte treptat. gi moderat pen- 
„tru ca fierberea solventului să nu fie prea. puterniok, . 

. Funcționarea aparatului va incépe cu evaporarea solventului, 


Vv wb PIN vapori ajung. prin tubul lateral 2 în partea superioară - 


a extractorului B,trec în refrigerentul D,unde sînt condensaji. 


' Pioăturile de lichid cad în: cartugul C,dizolvü o parte din grü- 


 simea conținută în materialul analizat: gi se adună în partea in- 
ferioará a extractorului,Solventul. se acumulează treptat în ex- 
tractorul- B gi cînd nivelul. lichidului va. depăşi înălţimea tubu- 
lui lateral 2 ,extractul(solventul care. a dizolvat o parte âin 
grăsime) va ‘sifona în balonul Às După . açeastă primă sifonare, ez- 
` tracjia se repetă din nou, potrivind intensitatea fierberii în. aga 
fel,încît să se realizeze 3-4 sitonări pe oră, Ca fiecare extrao- 
$ie,fn balonul. A sînt aduse noi cantităţi din grăsimea dizolvată. 
„Durata extraofiei: variază între 5-12 ore,în funcjie de can- 
titatea gi natura materialului cercetate In cadrul lucrărilor 
.- practice extracția se poate efectua în decurs de 1,5 ore, 

După terminarea extracjiei, solventul din. belcnul Ata care 
se găseşte dizolvată grăsimea,se diatilă. Balonul cu grăsimea 
aflată ín el eate uscat, în termostat la  60-70°C ` pînă. la greutate 
_ conBtentÁ. De . abicei uscarea se face în termostat de vid sa în à 
i atmosferă- de dioxid de carbon. 


Calculul, rezultatelor: Diferenţa dintre greutatea balonului: : 
cu reziduul rămaa după PPro: solventului gi greutatea 
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“iniţială reprezintă cantitatea de grăsime prezentă în egantionul 
de material vegetal cercetat. Cantitatea de grüsime(X) în 100 g 
de material vegetal. uscat se calculează cu ajutorul formulei : 


i (8782) 100 
X a H 
G(100-u) 
unde : &j ~ greutatea balonului cu grăsimea extrae«,in g ; 
& ~ greutatea balonului gol,în g ; 
greutatea materialului supus A SN în g ; 
conţinutul procentual al Sasama dm în materialul 
analizat. 


Observatio. In cazul seminţelor exesqiadéoo care nu se pot 
măcina Vine din cauza conţinutului lor ridicat în grărine se pro- 
cedează astfel :se ia o cantitate exact cîntărită de seninje,se 
zdrobesc eft mei bine posibil într-un mojar,apoi se trece totul, 
fără pierderi în cartugul de extracţie,cu ajutorul unei spatule 
— fine.Pürá a-l astupa cu dopul de vată,se a cartugul cu proba 
zdrobită timp de 1 oră într-o etuvă la 110? C,în atmosferă de gaz 
inert .După răcire în exicator,se introduce cartugul în ertracto- 
rul B,se clătegte spatula,pistilul gi mojarul cu solventul folo- 
sit pentru extracjie,turnindu-se solujia,füri pierderi,printr-o 
pilnie cu coada lungă peste substanţa din cartug.Se repetă ope- 
rajia de spălare de trei ori,se astupă cu un dop de vată degre- 
sată,se mai adaugă în aparat cantitatea necesară de solvent şi se 
extrage grăsimea timp de două ore.Se întrerupe apoi extracția, 
se scoate cartugul din aparat gi se usucă, Materialul degresat 
parţial se scoate fără pierderi din cartug gi se sfaraă din nou 
in mojar, cît mai unifora gi fin posibil.Se trece materialul din 
nou fn cartug,fără pierderi,spálind de trei ori cu solvent, ca 
mai sus,apoi se continuă procesul pînă la teens completi a 
grüsimii din materialul analisat. | 


u 


92.142 MERDA DE DETETU INARE à gens BRUTE DUPA 
Această metodă este comodă în deterninirile de serie. 


Principiul metodei. Din naterialui vegetal uscat se extrage | 
grüsinea cu eter etilic gi după greutatea probei degresate, se 
calculează cantitatea de: grăsime brută în materialul analizat. 


- Modul de lucru, Intr-un plie de hîrtie de filtru, în preala- - 
bil uscat la 11000 gi cîntărit,într=o fiolă închisă,se introdu- 
ce circa 1 g material de analizat. Plicul se închide gi se usucă 
' în termostat la 110?C pînă la greutate constantă,Apoi,plicul cu 
proba de cercetat se introduce în extr&otorul aparatului Soxhlet 
şi se extrage cu eter etilic. timp de trei ore,.După terminarea 
extracjiei,so scoate plicul din aparat gi se lasă cîteva minute 
peo sticlă de ceas pînă la evaporarea celei mai mari părţi din 
. eterul cu care este îmbibată hirtia,apoi se introduce în fiola 
folosită iniţial,se usucă timp de 1 oră într-o etuvă la 100-1059 
Se răceşte fiola cu plicul conținînd materialul degresat în exsi- 
cator şi se cîntăreşte la balanţa analitică. 


Calculul rezultatelor. Greutatea grüsimii brute în proba 
cercetată se află prin diferenţa dintre greutatea iniţială a 
. plicului eu raterisl gi greutatea lui finală. 
. Conţinutul procentual în grăsime brută (X) la subetanja us~ 
cati se găseşte după formula : 
X= - 
sed 
unde:g -greutatea plicului cu materialul supus extracjiei,dupi 
uscare, in grame; 
8» “greutatea plicului cu materialul Segntetta după popet, 
in grame; 
G -greutatea materialului analizat după: ustare,in grame; 
100-coeficient de transformare în procente. 


? 


9.2.2. DOZAREA TRIGLICERIDELOR IN SERUL SANGUIN 
(METODA TIXIER SI CLAUDE) 


Principiul métodei.Trigliceridele din ser sînt hidrolisate 
cu eliberarea. glicerolului care se oxidează. sub acţirnea acidului 
periodie în formaldehidK,Formaldehida este determinată cantitativ 
prin reacţia de culoare pe care o dă eu fenilhidrasina în mediu 


3 acids 


Reactivi. 1Solujie alcoolică de KOH 4% 
2.Solujie de sulfat de magzeziu(MgSO,. - H0) » 
 3.Solugie de H350, 2 Ne i 
4.Solufie de metaperiodat de sodiu 2, „25%. Se dizolvă 0,225 r 
 .metapericdat de sodiu în 10 ml apă distilată. Soluţia se conservă 
în sticlă brună la rece timp de o sáptünini. 
$. Solujie clorhidrat de fenilhidrazină 4%.Soluţia este sta- 
„bilă o săptămînă la rece şi la întuneric. i 
6,Soluţie de HCl 5 N. .— 
T.Solugie standard de Ari palxitial. Se dizolvă 100 E de tri- 
peimitink în 100 ml cloroforne 


.  , Modul de lueru.Saponificarea trigliceridelor.Se iau trei 
eprubete de centrifugă. In prima eprubetă (probă) se pipeteazk 0,1 
ml ser,în a treia eprubetă (standard) 0,1al soluţie standard şi 
în ultima(control) -0,1 ml apă distilată.Se adaugi este 0, 5 nl 
eolutie alcoolică de XOH în fiecare eprutată. Eprubetele se in- 
. troduc într-o baie de apă sau într-un termostat la 37°C timp de 

oră sau la 6090 timp de 30 minute.La sfirgitul perioadei de in- 
cubaţie,eprubatele se scot din baia de apü(termostat) gi se mă- 
soară în fiecare din ele cîte 1 al soluţie de auliat de magmneziu 
gi 5 ml apă distilată. Se agită conţinutul eprutetelor. 

| In paralel cu proba,standerdul gi controlul,se efectuează - 
un martor pentru glicerolul liber din ser.In acest scop se păsca- 
ră într-o eprubetă de centrifugá 0,1 ml ser,l al soluyie de sul- 
fat de magneziu, 5 ml apă distilată gi 0,5 nl solufie alcoolică 
de KOH.Mai departe se procedează identic cu celelalte probs. 

La adňugarea sulfatului de magneziu ee formează en precipi- 

tat abundent de Mg(OH)^ care înglobează proteinele gi săpinurile 


a0 T 


acizilor gragi şi absoarbe aaia TUNES în ser. 

Conţinutul anl, caci se centri fughează 15 ninute la Joe 
rot./min. 

Dozarea. glicerolului.Supernatantul clar incolor şi deprotei- 
nizat,obţinut după centrifugare . conţine glicerolul eliberat prin 
i saponificarea trigliceridelor din ser (probă) gi tripalmitinf 
. (standard): gi glicerolul existent liber în ser (martor). 

In eprubete obignuite,1a d mi supernatant din fiecare epru- 
betü de centrifugă se adaugă l ml. solutie de acid sulfuric 2N gi 
0, 2 ml soluţie de metaperiodat de sediu.Se agitá gi se lasă în 
repaus la întuneric timp- de 10 minute, 
Reacţia de culoare.In fiecare eprubetă 8e măsoară cîte 0, 5 

ml soluţie de. clorhidrat de fenilhidrazină, se agită gi se lasă 
la ífntuneric:timp de 10. minute. Se dezvoltă o culoare! specifică 
„care se. intensifică gi se mp Ptr tg la uices a 2 nl solu- 
fie de HO 5N. 

După 15 ninute(pinii la tii 50 ninute) de la getea 
- soluţiei de HCL LT] determină: extinejiile proboi,standardului gi 
“mortorului la 530 nn(filtru verde). faţă de controlul reactivilor 
(proba cu cu apă distilată)... 


Calcularea rezultatelor. Pentru a deternina midi de 
 gliceride se scade extincfia nartorplui (glicerol liber) din ex- - 
tincţia probei.Deci : | 

mg sisti ta e ml ser "S +00 + - 
P . 8 i 

unde:E caxtinoţig” probei ; 
- E, -extincfía nartorului (glicerolului liber); 

E. y "extincjia Standardului.' 

Calculul se poate efectua raportínd extincjiile probei gi 
nartorului la o curbă de etalonare realizată. cu o soluţie cloro- 
formic de. tripalmitină: în. „concentraţia de 100 mg/100 ml -ii 


„dînd. în acelagi mod ca gi ou probele de cercetat. 


Observati eaLegea lui Lambert-Beer se aplică pentru concen- 
tratii ale trigliceridelor între O gi 250 man cazul serurilor 
híperlipemice lactescente este. recomandabil ca acestea să se di- 
MN ou ser fiziologic. 


^T7161-. 


a RERE - praetioli.Valorile fiziologie normale sînt cu- 
„prinse între 40-150 ng&. i 

“Concentrația trigliceridelor eerice(hipertrigliceridemia) 
cregte în hiperlipemia esenţială gi hiperlipoproteinemia prima- 
 rü(familialá). Se. consideră că dozarea trigliceridelor este unul 
din: indicatorii principali pentru precizarea diagnosticului di- 
"feritelor tipuri de anomalii congenitale ale metabolismului li-. 
pidie.. T 

Cregterea simptonatică a nivelului. trigliceridelor se ob- 
servă în. graviditate,diabet,parsreatiti, sindromul nefrotic,hipo- 
tiroidie,infiltraţie grasă gi alte afecțiuni ale ficatului,ate- 
roscleroză eto. - 


9.2.5.DETERMINAREA INDICELUI DE SAPONIFICARE —— — | 

. Indicele de naponificare represintă numărul de mg de hidro- 
xid de potasiu. necesare pentru neutralizarea acizilor gragi li- 
“beri gi esterificaţi prezenţi într-un gram. de grăsime, 


Principiul metodei.O anumită cantitate,exact cîntărită,de 
grăsime se fierbe cu un volum cunoscut de soluţie de KOH titrată. 
in aceste condiţii are loc hidroliza sau saponificarea grüsimii 
cu formarea glicerinei gi acizilor gragi respectivi : 


E | QLOH + R OOOH 
, CHOCOR, + `3H,0—>@OH + R, OH 
(220008, , GLOH + Rs000H 


Acizii gragi ai grüsimii,eliberafi fn urma acastei hidroli- 
ze ,neutralizează o parte din hidroxidul de potasiu: 
-RODOH + KOH ——» ROOOK + E50 
 Dupá aceeagi ecuaţie,reacţionează gi acizii gragi liberi exis- 
tenji în grăsimea analizată, 
Excesul de KUH,care nu a reacţionat cu acizii gragi,se reti- 
trează cu o soluţie de acid clorhidric : 


KOH + HZ — KA + H0 


Dir diferenţa dintre cantitatea iniţială de alcali gi cea titra- 
tă după hidroliza probei de grăsime se calculsazK indicele de 
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 aaponificaro. 


|  .;Beactivi.1l. Solugie de: niðrożid de. petitia N/2 în alcool. MÀ - 
| lic: 96%,Se dizolvă 30' g de KOH. într-o cantitate minimi de apă 
distilată. Se adaugă alcool etilic pur de 96% pînă la 1000 nl. Se. 
lasă în. repaus trei zile pentru a se depune carbonatul de pota- 
siu, Se filtrează gi apoi se docu d factorul spi PA folosind. 
acidul oxelic. ` M D 

“Soluţia de- KOH N72 se ANE în flacon brun, tahia | bine 
" (pentru a se apăra. ce dioxidul de carbon din aer). 

"2eSoluţie de acid clorhidric N/2. Intr-un | balon cotat de 1000. 
ml se măsoară 45 ml de HCL „concentrat (35-37%) La se sppoieteapă. 
la sean cu apă distilată. 

' Stabilirea factorului soluţiei de HCL se Taca prin titrare 
cu soluție de KOH N/2.Ca ajutorul) unei biurete se măsoară 20-25 
ml solujie de HCl N/2 într-un. pahar Berzelius gi ee titrează la 
rece,în prezenţa fenolftaleinei pînă se obţine culoarea slab roz, 
cu soluţie de KOH N/2.Normalitatea soluţiei de HCl se calculează 
„după formula LE 


I" d 
n 
"unde 2 -normalitatea solui de KOH ; 
ny -numărul de ml de KOH consumati la titrare; 
n numărul de ml de HCL. luați pentru — 
Factorul soluţiei de EA va fi: 


ps iatan actică - 
Moe teoretică ` 0,5 
3eSoluţie de fenolftaleină 1%.Se dizolvă 1 g ae fenolftalei- 

nă “în 100 ml de alcool etilic 96%. .. 


Modul de lueru êru. Intr-un flacon conic uscat cu zapacitatea, de 
150-200 ml. se cîntăresc la balanţa analitică 1-2 g de grásinme.In 
. flacon se introduc cu ajutorul unei biurete exáct(1).25 ml solu- 
| ție bes hidroxid de potasiu N/2. 
| Intructt normalitatea soluţiei de KOH poate să se modifice, 
pe de o parto,datorită faptului că alcoolul etilic este parţial 
oxidat,iar pə de altă parte,datorită formării de bicarbonaţi, 
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pentru obţinerea de rezultate corecte este nscesură verificarea 
“normalităţii soluţiei de KOH.In acest scop paralel se efectuează 
| o probă de control (martor). Pentru aceasta într-un flacon conie. 
'se introduc in loc de. grüeime 2 nl de apă distilată gi se stemei 
| 25 ml soluţie de hidroxid de potasiu N/2. 

Placoenele 89 montează la refrigerente ascendente gi soj 
fierb timp de 30 minute pe o baie de apă, agitind eu intermiten- 
tă. Saponificarea 8e consideră terninată,cînă lichidul din flea- 
coane “devine clar gi omogen,fiiră urme de grăsime, 

După terminarea saponificării , în flacoane se adaugă 2-5 pi- 
“cături de soluţie de fenolftaleini şi se titreezí la cald exce- 
sul de KOH eu soluţie de acid clorhidric X/2 pînă la dispariţie 


: colorajiei ros a conjinu.uluí flacoanelor. 


Calculul. re zultatelor. Un ml soluţie de acid elorhidrie: 
exact N/2 corespunde la 28,055 mg de hidroxid de potasiu, 


Dubai de eaponificare(I.SQ se calculează după formula 1 

| L.S. exhi. Pl 

unde: V -ml solujie de acid clorhidric E77 necesari pentru titra- 
rea probei de control; O 

v -ml soluție de. acid clorhidric N/2 necesar: pentru titra- 

rea. excesului de hidrorid de potasiu în proba cu grăsime; 

.F -factorul soluţiei de acíd clorhidric stabilit cu ante 

i rul soluţiei de hidroxid de potasiu; 

- a, -cantitatea de grăsime luată pentru analiz. 
Importanta practică. Indicele de saponificare caracteriseazi 
greutatea moleculară a acizilor gragi care intră în compoziţia 
gráeimilor,El este invers proporţional cu greutavea moleculară a 
acizilor gragi din compoziţia. triglioeridelor,Um indice de sapo- 
 nificare mare dovedeşte prezenţa unor acizi gragi. cu greutate S 
moleculară micăcAstfal untul are indicele de saponificare în. ju- 
rul cifrei 226,iar grăsimea din nuca de. cocos 245-246.Un indice | 
de seponificere mic arată prezenţa unor acizi cu greutate rolecu- 
lară nare «De exemplu,la uleiul de rapiţă,indinele de saponifica- 
re este 172-174. 

„Indicele da d este de asenenea Aepscitent de pre- 


pom substanţelor nesaponificabile,care 3cad valoares indicelui, 
precum gi de existenţa. acizilor graşi liberi 1n grăsimea anali- 
zată, „aceştia mărind valoarea. indicelui, > ` 

In fabricarea. săpunurilor, indicele de saponi ficare este 
utilizat pentru cunoaşterea purității gi naturii grăsimilor fo- 
'.1oeite şi pentru calcularea cantităţii de sodă caustică pecesa- 
ră procesului de saponificare,controlimdu-se, în. acest: mod, utili- 
zarea: raţională a materiilor prime. w^ 


3.2.4 DETERMDIUESA IND OWI DE DE IOD 


Indice de: iod se. numeşte cantitatea de (Cca în 
grame ,care este adiţionată la legăturile duble ale acizilor 
' gragi nesaturaji din 100 g grüsime.Notiunea de “indice de iod" 
este. conventionall,deoarece nici într-o metodă do determinare n 
. indicelui de. iod nu se adiţionează iodul. ca atare la legăturile 
.duble.In principelele metode se adiţionează. IG, BrI, ,HOI Broe Ine Ş 
diferent de natura compusului halogenat folosit,se calculează 
 cantitatea de iod exprimată 1n grone echivalentă cantităţii de 
halogen sdijionat de 100 g de irina. 


9.254.) DETERMINAREA INDICELUI JE IOD DUPA HANUS 

Principiul metod ei. Prin amestecarea soluţiei de iod în acid 
acetio giaciai ca bromul ia nagtere bromura de iode Grăsimea di- 
` zolvatk. în cloroform este tratată la întuneric un anumit. inter- 
. vel de timp: cu un exces de soluţie acstiock de bromuarii de iod. In 
axseste: condiții, bromura de iod se adiţionează cantitativ la le- 
güturile duble ale. acizilor erani seetarudi din coapoziţia &rü- 
simii respective : ?n, 


RO = amy + Bel am 


e 


Excesul de bromură de iod. este descompus de m care ` - mes 
după ce probele au etat la Intunerio : e 


BrI. * EI — KB + 15 
` Iodul resultat se titreasă cu o soluţie de tiosulfat : 


gr^ ume crm, cmd 


ec a 


Reacti NOTE S peas 
2.Solugie Hanus: 5, 25 g de ioa metalic se dizolvă în 25 al 
. $e acid acetic glacial într-un basion cotat de 250 ml,Im soluţie 
obţinută se adaugă 2,05 g de bron şi se completează volumul cu 
acid acetic glacial la sexn.Reactivul sè păstrează iu fhtunerie 
în flacon cu dop glefuit, 

5.Solutie de iodură de potasiu 108. 

4e Solufie de amidon 15. 

5.Sulufie de tiosulfat de sodiu X/10.Intr-un balon cotat de 
1000 ul,5e dizolvă 25 g de tiosulfat de sodiu în 700 ml de apă 
distilată,în prealabil fiară binas pentru îndepărtarea COs In ve- 
derea conservării se adaugă 0,i g de carbonat de sodiu gi se con- 
pleteazť la səem,tot cu apă distilată fiæctă. După ce sulujia se 
lasä 1n repaus 2-5 zile,se stabileşte factorul soluții de tio- 
sulfat cu ajutorul dicromatului de potasiu.Se dizolvă 0,3866 g 
de dicromat de potasiu în io09kpk distilată. Intr-un flacon conice 
se măsoară 20 ml soluţie de dicromat de potasiu,lO ml soluţie de 
KI 10$,5 ml HCL concentrat gi iodul rezultat se titrează cu solu- 
tie de tiosulfat de sodiu N/i0,în presenja amidonului ca indica- 
tor.Apoi se calculează factorui soluţiei de pepe de sodin 
1/10. 


Modul de laéru.96 efntlregté 0,2-0,4 £ de. ulei seu.0,9-1,0g 
de grăsime solidă într-o fiolă de cîntărire,în care se găsegte 
gi o mică pipetă. Ca ajutorul pipatei se trece uleiul cîntărit 
într-un flacon Erlenmeyer de 500 ml uscat „prevăzut eu dop glefuit 
gi apoi se reofntireste fiola cu pipetă ca tot. Diferenţa dintre 
cele două cîntăriri reprezintă cantitatea de ulei luată pentru 
determinare, Picăturile de ulei nu trebuie să cad pe perejii si 
gitul flaeonului.Se adaugă 10 mJ. dv cloroform. - 

Intr-un àlt flacon conie care va servi de control,se intro- 
duc numai 10 m de eloroform. 

Apoi, în ambele flacoane se adaugi din biurotk exact oíte 15- 
25 ml de soluţie Hanos(reactiv 2) gi flacoanele se închid per- 
| fect. Oomţinatul: flacoanelor se agită cu atenţie gi se lasă la 
întunerie,la temperatura de 25-30°0 tirp də 1 oră sau la tempera- 
tura cemerei ntc la două ore, 
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. După scurgerea dent, stai: de lie be adaugă în fiecare 
flacon 15 ml solujie de iodură de potasiu 10% gi 50 ml de apă | 
distilată. Conyinutul flacoanelor se agită puternic gi se titrea- 
să cu soluţie de tiosulfat de sodiu N/10 pînă la apariţia unei 
coloratii galben-portocalii.Apoi,se adaugă in flacoense.2-7. pick- 
turi de soluție de amidon 19 gi probele sînt titrate cu tiosulfat, ; 


agitind poteruio Mal : la dispariția complet a MH QE albas- ` ` 
tre. 


Calculul sul T SA 1m. păi sta de ; tiosulfat de p 


exact N/10 corespund 0,0127 g de iod. | 
Indicele de Anti: d se calculează nad următoarea formulă: 4 


unde:Y permet solugiei de tiosulfat. de soiu i: N/20 utilizat pen- 
|^ . tru titrarea probei de control,în ml ; L 
v -volumul soluţiei de. tiosulfat de. sodiu: 8/10. consunat la 
titrarea probei cu ulei,în a ; ^ . 
F -factorul de corecție al soluției de. tiosulzat « ^ , soda P 
Í Q —centitatea de ulei etntlrit, în g 3; " 


9.244. 2 METODA RAPIDA DE DETHRNDUBE A IEDICEUUI D$ 100 


 Principiul. notodei. Metoda. 80 . veseeqk. pe proprietatea. iodului 
de a proren ca apa după. ocuaţia : 


+: m0 — HI + BOI) re." 


o 17a enia obignuite această reacţie nu.are 106; ane: în pre- , 
.senga combinațiilor nesaturate, care adiţionează a &eidul hipoíedos, 
reacţia. indicată euge cantitativ A | 


RG = c agp ege. vb pP 


Ai ` Reectivi. 1 „Sodwţie- de iod N/5 Se ántroduo: 6,35 ardt iod ps 
talie într-un balon cotat de 250 ml gi după ce se dizolvă fn al- 
9001,58 completează la somn tot cu acelagi solvent, 
l 2.Solutie de tiosulfat de sodiu iuti ariei 

AMA de alte Me 
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| Modul de lueru-Inte-un flacon de reactivi useat. ea dop ro- 
dat sau într-un flacon Erlenmeyer cu dop rodat(cu capacitatea de 
.500 nl) se introduc 0,2-0,5 g de ulei(2-3 picături), cîntărite la 
balanţa analitică în modul indicat la metoda Hanus şi. se rdaugk 
50 ml de alcool pentru dizolvarea materialului (dacă este necesar, 
se poate încălzi pe baia de apă). Apoi se măsoară cu o pipetă .- 

. Mohr. 25 ml soluţie de iod. N/5,50- adaugă 200 nml de apă distilată 
. gi se agită puternic(închisînă cu dopul).După ce flaconul se la- 
să în repaus 5 minute,se titrează conţinutul cu soluţie de tio-. 
sulfat de. sodiu N/10.Mai departe se procedează ca la metoda des- 
cris anterior. Paralel se efectuează o probă de control gi se 
calculează rezultatele după formula dată osa sus. 


. Importanţa practică. Indicele de iod este una dintre. constan- 
tele chimice cele mai importante pentru uleiuri(grüsini),intru- 
cît el arată conţinutul de acizi gragi nesaturaji într-un ulei 
dat gi permite să se aprecieze gradul de nesaturare al uleiului 
(grisimii), tendința lui spre sicativitate,rincezire gi alte | A 
. schimbări, care se produc în timpul püstrürii gi preluorürii ule- 
iurilor comestibile ai tehnice sau a produselor alimentare boga- 
te în grüsimi. 

Pentru un ulei proaspăt indicele de iod este o constantă 
. caraoteristică,care determină proveniența lui. valoarsa in- 
dicelui de iod,uleiurile naturale se împart în: sicative,senisi- 
cative gi nesicative.Uleiurile sicative au un indice de iod de 
peste 130(indicele de iod al uleiului de in este 170-180).U1»in- 
rile semisicative au un indice de iod cuprins între 95-130(ule- - 
| iul de floarea soarelui cu indicele de iod 127-156).Uleijirile. 

. nesicstive au indici de iod sub 9O0(uleiul de măsline are indise- 
le de iod 75-88).Grăsimile animale^or terestre au un indice de 
iod mai mic,în general sub 80,iar cele ale animalelor marine an 
indici cupringi intre 100-170. 

Determinarea indicelui de iod se — curent în indus- 
tria ugoară gi. alimentară pentru aprecierea naturii gi purității 
grăsimilor sau uleiurilor.Indicele de iod este folosit de aseme- 
nea pentru calcularea canticăţii de hidrogen necesară hidrogenă- 
rii acizilor gragi nosaturnaji prezenji in uleiuri,în casul círd 


"slstreres aen | transportul acestora Ld solidificarea lor. 


etanol DIEW PHONIO 


THES rapircnneee motru rs NR 
ġia grásimilor se pot oxida parţial! ca formare de „Perozisi - l 
Cte eth s SRI n 
: Foco 


omi o “at ua ed vd  Peroxid ae Fe 
rapa, + am AN en 
 Ridroperoxid | 

p zeolit tu, gi hiâroperexisiler se "observă . n3 pro- 
 cesul de rîncezire a grüsimilor,de asemenea în. timpul uscării 
‘lor. In acest mod, indicele peroxidic serveste ca indicator al 
schimbărilor oxidative. auferite de grăsimi. À 

. De obicei indicele peroxidic se exprimi în: grame de E care 
pot. ak reacționeze cu peroxizii, conţinuţi în 100 g grăsime. 

Principiul metod ei. Determinarea indicelui peroxidic sa bazea- 
„ză pe proprietatea 'peroxidului grüsinii de a reacţiona în mediu È 
acid cu iodura He, RUE qnn ae iodul, Schematio această. Teac- 
tie se poate reda astfel 


OR-OD-G-GIOb-m, + 2KI + 2 GL, 0008 ti cal 
Pur 
mapa i 2a, ooo « o + 12 
x Kiek 
Iodul eliberat se titreask cu tiosulfat : 
ka 2Na2520 — 2NaI.* Na. 5,0 ut 


După cantitatea tiosulfatului consudat pentru fixarea iodu-. 
lui eliberat,se Gal culeasă indicele peroxidic. . 


Reactivi.1. Clorofora. 
2.Acid acetic glacial. 
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3.Solutie saturati de KI.Se prepară în momentul utilizării. 
4.Solutie de amidon 19. 
5.Solutie de tiosulfat de sodiu 0,01 N. 


Modul de lucru.Intr-un flacon conic de 100-150 ml. se cîntă- 
regte la balanţa enalitică 1 g de grüsime,cu o exactitate la a 
patra zecinală, Intr-un alt flacon( control) s9 măsoară 2 ml apă. - 
In ambele flacoane se adaugă cu un cilindru cîte 10 ml clorofora 
gi se agită pînă la dizolvarea grüsimii.Apoi se măsoară în fie- 
care flacon cîte 15 ml acid acetic glacial(cu un cilindru) gi 
l ml soluție de iodură de potasiu(cu o pipetă). 

„Conţinutul flacoanelor se agită;gi se lasă la întuneric. 

După 5 minute se titrează iodul eliberat cu soluţie de tio- 
sulfat de sodiu 0,01 N.Titrarea se continuă pînă la culoarea | 
galben,se pipetează în fiecare flacon 1 ml soluţie de amidon gi 
se titrează pină la dispariţia culorii albastre. 


Calculul rezultatelor, Indicele peroxidic al grüsinii cerce- 
tate se calculează cu ajutorul formulei : 


P p.e (Y. Y)-3:0,00121.100 


unde: V -nl soluţie de tiosulfat 0, [i N consunaţi la titrarea 
probei cu grüsime H 
^v -nl soluţie de tiosulfat 0,01 N sosuri pentru control; 
F -factorul soluţiei de tiosulfat; 
0, 00127-cantitatea gramelor de iod echivalentă pentru 2 al 
i soluţie de tiosulfat exact 0,01 N; 
O «greutatea grăsinii analizate.. 


Aprecierea gradului de alterare oxidativă a grăsinii în 
funcţie de valoarea indicelui peroxidic eate dată mai jos: 


Indice peroxzidic, I I Gradul de al terare . 
Mai mic de 0,05 Grásime proaspătă 
0,05 + 0,06 /— . Qrüsime proaspătă, însă 
r ; nu 8e preteară la pís- 
^ T i 3 ` trare. i 
0,06 = 0,10 Grásime cu prospețime 
x dubioasă. 


„Mai mare de 0,1 ` Grăsire alterată 


21e. 7 


?.).0012à STERIDELOR 


: Steridele: constituie! esteri ai sterolilor eu v diferigt acisi 
eet superiori. ` A 

t Intre sterolii dig fn: — T omilui u saixalelor 

NU pe. prima loc se: situează golestereinl. OM 

. .'  Oolesterolul este un alcool mono- 

atomic secundar,nesaturat, derivat de 

„da cielopentanoperhidrofenantren 
(steran). .- | 

M Colesterolul se găseşte în toate 
țesuturile si lichidele organismului 

animal atît în stare liberă cît gi- "HO = 
sub formă esterificată, aceasta din 

^ urmá intrind în alcătuirea neabrane- 


‘lesterol 


^ -1or celulare.O cantitate mare de colesterel se descoperă tn ge- 


sutul nervos, cortieosuprarenale, „glandele eee Mis „ficat, 
mugchi sînge eto. 

Variația concentraţiei 'eolesterolului în. sânge depinde. de 
starea. fiziologică. a organiemului.O creştere temporară a conţinu= 
tului de colesterol în sînge poate. să, survină gi prin- introduce- 
-rea cu. hrana a unor produse bogate fn colesterol (gălbeaug de ou,. 
ereier,ficat,rinichi, ulei do náslins), . 

Coleaterolul liber gi esterifiont alcituieso ;ffesiiepen. eo- ` 
lesterolului. total, 

Dintre toţi componenţii spectrului, lipiaie al. MORAL san- 
"guin,oel mai mare interes prezintă determinarea iiem de | 
colesterol total. "u eaterificat în singe. 


„9+3+ă+DOZARBA COLESTIROLULUT TOTAL IN SERUL, SANGUIM 
PRIM METODA BAZATA PE REACTIA LIEBERMAN] 
BURGIARD 


Principiul metodei. Colesterolul. formează cu' anhidrida ate- 
tică, în prezenţa amestocului de acid acetic gi acid sulfuric, 
| produgi colorați: final fn verde care pot fi determinaji 


eile 


fotometrie. 


Reactivi. Lié de culoare. Se obţine prin amestecarea 
unui volum de acid acetic glacial,a 5 volume de anhidridi aceti- 
că: gi a unui volum de acid sulfuric concentrat.Intrucit reacţia 
are loo cu degajare de căldură,flacenul,în care se realizează a- 
nestecul,se răceşte constant,iar acidul sulfuric se adaugă ulti- 
nul, foarte încet,picătură cu picătură,sub agitare continuă . Ames- 
teal obţinut trebuie să fie transparent,clar sau cu o ugoară 
` tentă de galben. Se păstrează în sticlă brună cu dop rodat şi in 
frigider. 

—, Soluţie standard de colesterol 180 ngh. Se dizolvă 180 ng 
colesterol fn 2,5 ml cloroform gi se completeaszí la 100 al cu al- 
cool etilic absolut.Aceastiü soluţie nu este stabilă. 


Modul de lucru.In două eprubete obignuite se măsoară cîte 
2,1 ml reactiv de culoare(reactiv 1).In prima eprubetă se.adaugă 
„cu atenjie,foarte încet,pe peretele ei O,l ml ser nehemolisat.In 
cealaltă eprubetă se pipetează în aceleagi conâiţii 0,1 ml solu- 
tie. etalon, Conţinutul eprubetelor se agită energic prin soutura- 
rea lor de 10-12 ori.Se termostateazá timp de 20 minute la 37?C. 
Apoi se colorimetreazi la 650-660 nm(filtru rogu) faţă de reacti- 
vul 1. 


 Oleulol rezultatelor. Conţinutul de colesterol total in 100 
ml ser se calculează după formula : $ 


E 
mg colesterol total/100 ml ser =g, 180 p: 
k B 


unde : E, - extincţia probei. cu ser gi 
E, 7 extincţia probei etalon(standard). 


Observatii.l.Toate eprubetele gi pipetele trebuie să fie 
perfect carate gi uscate. 

2 Serul sanguin nu trebuie să posede urne.de hemclizi. 

3.Serul trebuie să se adauge foarte incet,pe peretele epru- 
betei,altfel apare o culoare galbenă gi în legătură cu aceasta se 
obţin valori mai crescute ale extincţiilor. 


9.3. 2. »LETQOFETODA DE DETERE DIRECTA A LASEOUUAID 
| ABER SI TOTAL IN SENUL SANOUIM 


Principiul metodei de dosare eaparată a colesterolului lio 
ber gi total se bazeasă pe interacţiunea elorurii ferice în anes- 
. tec: de acid acetio gi acid sulfuric eu colesterolul din una gi 

 aceeagi probă de ser sanguin în condiții diferite de temperatură, 


Beactiyi. l.Reaoctiv de culoare Mai întti se prepară . soluţia 
de clorură ferick(FeQL,.6H,0) 0,1% în acid acetic glacial; La 3 vo~ 
lume din soluția de clorură ferică se adaugă 2 volume. de acid 
- sulfuric concentrat Amestecul obţinut sp răcegte la temperatura. 
camerei, Se păstrează în sticlă cu dop rodat. 

2. Solugie standard de colesterol 200. mg. So dizolvă. 50 1 mg 
de colesterol. în 25 ml acid acetio glacial, la balon cotat. 


Modul de, lucru. Metoda cuprinde douk etape:la fnceput. se do- 
zeazi colesterolul liber: gi apoi suma Panen liber gi es- 
terificat. 

In două eprubete obignuite curate se introduo cfte 2 ml re- . 

“activ de culoare(reactiv 1).Apoi cu o micropipeti ae. toarnă pe 

peretele uneia din eprubete: 0,02(0, 04) al ger. sau plasat sangui- 

ni (fără urne de hemolizk!).In cealaltă eprubetă. se. adaugă în. mod 
„similar 0,02(0,04) ml soluţie standard. de colesterol. Conjinutul 
" eprubetelor se agită gi se lasă în repaus timp de 60. minute 18 

p +2090(1) „Măsurarea. extincţiei se realizează 1a 560 un(filtru ver- 

de) faţă de reactivul de culoare.. — x 

, Dupá citirea. extinoţiei islesterelhisk liber. amestecul d 

` reacție se folosegte pentru determinarea ulterioară. ` . 

Eprubetele se introduc într-o baie dè apă la fierbere exact 

' pentru 60 secundo. Eprubetele se răcesc la tenperatura camerei gi 

se determină extincyia probelor la fotoelectrocolorimetra în mod 

analog. ^u T 


i Chou) resultatelor. Calculul £9  efectueazk eonfora urmă 
toarei formule 5 . M. 4 s 


| 


ag. colesterol iiber (tota1)/100 ml aer. Ae 200. y 


vnde:E,-extincjia protei de cercetat ea colesterol liber(total)s 
E,-extincjia probei standard. 


Insemnütatea clinico-dignostiek.In síngele adultului noraal 
cantítatea colesterolului total (colertorolenia) varissK între 
„150-250 mg%, ier a colesterolului liber între 40-90 wg (reprozen- 
tînd aproximativ 1/5 din coleeterolu) total).O variaţia fiziolo- 
gică a. coloetérolului se observă în funcţie de vîrstă, sex, rasă, 
alimentaţie, echilibru neuroendocrin,profesis. i 
Gea mai mare parte a coleaterolului serio sate de origine, 

 endogen, aportul de instet exogen influentind în mică măsură 
colesterolemia, 

Qregterea concentraţiei eolesterolulhi în eínge(hipercoles- 
terolemja) se fntílnegte în tolburüri ale metabolismului lipidio, 
în ateroscleroză,icter obstruttiv, sindrom nefrotic ,hipetiroidie, 
avitaminoze B,diabet zaharat, intoxicații acute ca diferite sub- 
stanţe,pancreatite. " 

Scăderea concentraţiei . colc3terolului (hipocolesterolenie) 
so descoperă în anemii, tuberculozk,hipertiroidio,infometare,he- 
patite acute depectts eronics, poesia sistemului nervos 
central. i 
Starea eistemnlui endocrin al idiotii. manifestă 9 in- 
fluenji esenţială asupra nivelului colesterolului 1n sînge.Ast- 
fel introducerea insulinei papua scăderea colesterolului. Ac- 
iune. similară are- gi horzonul glandei tiroide: în Aipetiemi ate 
se observă hipercolesierslenia. 

/. Determinarea diferitelor fracțiuni de. colesterol(total,li- 
ber ei esterificat) în serul sanguin lărgeşte considerabil posi- 
bilitiţile. PI de cercetare a astabolizaului lipidioc.Se 
satimedză c* stabilirea “coeficientului de esteriricare,adică a 
raportului. între colesterolul esterificat gi colestsrolul total 
(normal are valoarea 0,6-0,8) servegte ca o probă funcțională fn- 
. semnată a ficatului, în cere are loc formarea colesteridelor. 
Acest raport se mi cgorează odată cu apariţia. celor mai vagi simp- 
i tone de patologie & ficatului. 
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70 $U-BEMQURII FOSTOLIPIDELOR 


Fosfolipidele(fosfatidele) alcătuiesc o grupă. de. lipide 

i complexe , conțintnà pe lingă acidul fogforic,un. eloool,acizi gra- 
` gi superiori gi baze azotate.Dupü natura alcoolului fosfatidele 

se tapart fn glicerofosfatide gi afingofosfatide(sfingonieline): 


QH,-0- 00-R} x | 
R2-00-0- CH o Formula generală a glicero- - 
GL,-0-P-0-X' foafatidelor(X=colină, cola- 
OH nink,serin&,inozitol) : 
Mpeg TOR | 
vim TORS TERP TO 
FR 
TRN To" aso a, 
Sfingofosfatidl | " 


l Concentrația totală a fosfolipidelor de obicei. se apreciază 
după conţinutul lor in fosfor lipidic, căruia fi revin 4$ din ma- 
88 moleculară a fosfatidelor.De aceea, înmulţină cantitatea de 

. fosfor lipidic găsită în urma anadiösi cu d află conţinutul 
 fosfolipidelor totale. 

] Fosforul lipidic poate fi détidpdnat, fie în extractul: Jipi- 
. dic,fie. după precipitarea proteinelor cu acid, tricloracetic.In 

. ultimul caz împreună cu “proteinele precipită gi fosfolipidele. 
Precipitatul obţinut se foloseşte. pentru dozarea fosforului, 


Dozarea lipidelor totale în serul ssnguin à apă conținutul 
ter í in fosfor 


Principiul netodei.Fosfolipidele sînt precipitate cu acid 
tricloraceti o( împreună cu proteinele serice), După mineralizarea 
precipitatului obţinut, se dozează colorimetric fosforul prin de~ 
„terminarea intensității - culorii albastre pe care o LI cu molib- 

datul de amoniu, în mediu reducător. 


11$. 


. 


Seactizi-l.Solmgie.da acid trioloraestio lO. 

.2.Solujie de acid perclorie(BOlO,) 575.S» poete lmera ou 
2slujie de cricere altă concentraţie apropiată da. 
a 5.Salujie de molibdat de smenin die dizolvă 4 g dé malib- 
čet de amoniu în 100 ml apii distilată.Seloţia phetrsik la rece! 
este stabilă citeva süptiaful, 

4.Selujie stes de acid l-emine-2-maftel-1-exifüeis(eiemio- 
geu) In 100-150 ml api distilată se isolvi JO g Miselfit de so- 
diu(MeHSO,),dupi care se adaugi 0,5 g eicenogen.Selujia "e egi- 
tă cu o baghetă de sticli pînă la dizelvarea.cemplsti a eieuno- 
genului „Separat. Intram velum nu prea mare de apă se dizolvă ég 
sulfit de sođiu anbidru(NR,30,).Oble doul soluții se amesteck gi 


„se completează volomul e apă distilată le 290 ml.Peste 2-5 we 


` soluţia se fíltreasi.Se platreass în frigider gi în aticlk de 
culoare închisă.Reactivul este stabil tiap de 30 zile. Inainte de 
întrebuințare 10 mi soluţie stoc se dilmeasl cu apă distilată de 
2,5 ori In lipsa eiconogemulri ea agent reducător ae peste uti- 
laan e Ai 90 e. i AMARA a 
sare) som o solujie 15 de hidwechinenă. 
x 5.Selujie stoc de fosfat momepotanie. Se dizolvă 4,996 
KEPO, uscat pînă la pendere cbnetent& la temperatura de 12000, 
(in 1000 ml api distilati,edüugindu-ee citeva picături de clere- 
form pentru conservars.Se pletreazi în frigider. . 

Un al dia peluţia obţimată conţine 1 mg P. Nox E 

6.Solujie etàlen d» fosfat menopotasic.Solmpia stoc de fos- 
fat monopotasie se dilueasi de 100 eri,in momentul iatrebuinjd- - 
rii. Intr-un ml soluţie etalon se găveae 0,01 mg fosfor. 


is Modul de luorm.Intr-o eprubetă de centiifagă continfnd 5 al 
apă distilată se pipeteazi 0,2 ml ser semguin.Se odeugi 5 Xl so- 
luţie de- acid tricloracetic(primii 1,5 al cu pivătua,agitind 
eprubeta,restul mai repsde),Se lasă fn repaus 2 minute,dupi cară 
se centrifughează timp de 15 minute,la 3000 rat./min.Supernaten- 
tul se aroncă şi se răstoarnă eprubeta pe o bucată de hirtie de 
filtru pină curge tot lichidul, 

In eprubete ca précipitatul suparat se introduc’ 1 să solu- 
fie de acid perelerie 57% gi 1-2 perle de sticlă pentru fierbere 
wit timc ie mte E, 


o By mit tie. ` 
b^ " pë B ; 


; UA 24 
7 TRE 5 
- e 
a. - 


~ Ie ». 


(tenperatura 180009 seu fütr-o fosie de asbest pe un regou - F 
electric pînă la decolorarea solujiei.Se TecomandK ca eprubeta `` 
sk se introducă în baia de nisip rece gi apoi să se 1nolzesck; 
 astfel se va evita spargerea eprubetei.De. a&enenen,ns va uralirj 
operaţia de încălzire pisi în se wer mi forda baleiKnarelive- 
"vea oompletü dureasă aproximativ. o oră. 

„După mineralisare,n eprubetă se eieugi imediat 5 ni apă 
distilată. mr 
Ta timpul mineralizării probei su prsgătegte un. control | 
B pennis reactivi,conjinind. 0, 8. ml aoid peroloria 57%. gi. trei pro- 
. be etalon alcătuite din"ofte 0,8 ml. acid percloric 57% gi 2mm 

„soluţie etalon de fosfat. Controla) gi probele etalon se comple- - 
toasă la 6 ml cu apă distilată: N 

In fiecare eprubetă (probă de ceroetat, control gi trei probe 
etalon) se pipeteas ofte 1 ml soluţie de molíbdat de amoniu AS, 
EL agită gi se adaugă cîte l ml soluţie diluată de ei conogen, 
completînă volumul la 10 ml cu apă aistilată.Conţinutul eprubete- 
lor se agită gi se lasă in repaus, e 
. După 20 minute se dotermină setinsiia probador la 700 za 

, (£iltru rogu) faţă de eontrol.. 


Calculul rezultatelor. dividida. de fosfor Mipi&ie,fa | 
ERR E EE MAL OR relaţia v 


pue. Ape, 


omde: E, - extinctia probei de. cercetat ; 
dm UR et extincjiilor ester trei probe etalon ; 
0,02 - titatea mg de fosfor din 2 ml soluţie etalon; 
.9,2i - volumul serului sau plasmei,ml. E 


Inanljind concentrația fosforului ipiaie ou 25. „pe obține 
conţinutul, de fosfolipide : 


„ma feeritipite votate 300 să = RE ba 


Ieportenta PPE adulgii sănătoşi concentraţia. fosfo- 
ului lipidic este egală eu 6,1-14,5 ngf(media 9,2 mg). 
AES La. Ai coru ie msc. DM CN C 


slm 


observă în diabetul seherat,nefrose,nefrite —Ó 


A: esenţială, anemii poathimeragico, ciroză orce sit vilia- 


ri. 
. Scăderea conţinutului da featolipide 4 ce tatilmeşte fn ate- 
— distrofia — ete. i 


| 9.5. DERERNIXARBA aamun LEAR 
Lipaza(hidrolasa esterilor glicerinei, » 3.1.1.3) catalissa- 


să easier pete eena erdo pa ete grasi 
liberi după scheme : 


E ar d D x SEN ctc 
ar0- 008, 5. X8 DET A NN. „Ryo. +. mcm 


0130- 08, 

une RB, 3i My reprezintă rediosli de seist gregi. superiori. 
Lipazele se înttinese în diferite ţesuturi animele ficat, 

| pancreas, plănini rinichi, țesuturile grase, sînge ete. In regnul 
vegetal lipazele sînt larg rüspindite.In cantitate mi sare 2i- 
'pazole se găsesc. în seninpe,in special in. cominjsle plantelor 
cleaginoase.Lipasale s-au ídentificat,da aeemcnea,1n cit^va mi- 
'eroorganisme.Lintre lipasele de origine animali csa mai bine stu- 
-diat este lipaza din pencrez;ul de pore, iar: dintre cele de ori- 
gine vegetală lipaza din boabele ĉe ricin. 

| Activitatea eatalitică- a lipaselor de diverse proveniemie 
este diferită. Acesta engine se deocesbesc, da asemenea, după pă-al 
| optim de acjiane,teapseatsee optimă gi d seris de atta proprie- 
tăţi, 
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Determinaeem aeiipiiTiid lipesei vegetale» 

In plante existé lipase care acjioneasi la diferite valori 
de pH,deosebindu-se în acest sens lipaze- eio mme gh. mis 
ne, care manifestă weximum de estivitate în mediu sciž,zeoutrni. 


' Pe9spectiv alcalin. 


T4 Sesinjsie cabtarijae eleaginsses conpix met tee pasa | 
in abba 
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Principiul iuti azi lipaselor se. determină. apă 
daia. acidității în mediul de reacţie în urma. eliberării aci- . 
zilor graşi din grăsimi „Acizii graşi liberi, formaţi. prin hiăroli- 
^ za grăsimii . sub acţiunea lipazelor se titreazá direct eu soluţie 
"de. hidroxid alcalin tc 


| B-000H + NaOH — R-OOONa. + 0. 


Substratul ideal pentru studiul acțiunii lipazei dintr-un. 
anumit obiect biologic ar fi grăsimea obţinută din acel obiect. 
Insă, în calitate de substrat. pentru lipaze se pot utiliza si gră- 

simi sau uleiuri naturale de alte proveniente. 


Reactivi. l,Ulei de floarea soarelui sau de. măsline, 
| 2 Soluţie tampon acetat cu pH 4,1. Se obţine prin. amesteca- ; 
'" pea de volume egale de soluţie de acid acetic IN şi acetat de so-. 
| diu 1 N cu 2 volume de apă. 

„DeSoluţie tampon borat O, 2 M: cu pH 8,5. 

4.Solugie de NaOH 0,1 Ne | 

5.Solujie alcoolică de. timolftaleini 15. 
.6.Alcool etilic. 

T.Ster etilic. 

8. Toluen 


Modul de lucru. Seminţeae : sk: anti a se macină. sau se ritas 
phus în mojur(făiră nisip).O. cantitate: de 2 ,5 g de. seminţe se mo- 
 jareazá cu l ml ulei pur de flosrea soarelui „Pentru determinarea 
activităţii lipazelor acide în mojar se adaugă 5 ml soluţie tam- 
pon. | acetat cu pH: 4,1, iar. pentru | determinarea 1lipazelor alcali- 
ne se folosesoó 5 ml solujie tampon borat cu pH 8,5 x se tritu- "a 
reazá timp de 5-10 minute conţinutul moj&relor. 

La termínarea. triturírii pesta din mojare se transferă în 
. două flacoane conice cu dop rodat, avînd capacitatea de 100 ml.Mo- 
jarele se spală cu 5 ml apă distilată, care. se adaugă în flacoane. 
Se introduc 5 picături de toluen,se închid . flaocanele ` cu dopuri 
şi se agită cu atenţie la un agitator automat ,timp de 5-5 Bisuto-. 
Apoi flacoanele se introduc timp de 20-24 ore,1n termostat la 50^ e . 

După teraostatare,ín fiecare flacon se toarnă cîte 50 ml 
. amestec de alcool etilic cu eter etilic(4t1) gi se agită. 
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au: itp ditai aia 
„de NaOH 0,1 N,in presenja cítorva picături de timolftaloină, 

. Paralel ca probele dé ceréetat se execută gi două probe mar- 
.tor.Se cfntlrésc doni eganticane de material de analizat gi: se | 
proceteazá. cu ele în acelagi mod,ca gi cu probele dé cerestat, 


numai că martorii nu se mai incubeasi ci se titreană imediat. 


: Gleolal resultatelor.Activitatea lipasei se exprimá în al 
soluţie! de NaOH 0,1 N necesari pentru neutralizarea acizilor 
graşi eliberaţi prin hidroliza substratului (ulei de floarea soa 
,relui) de către enzima din 100 g de seminţe t ; 


x slt = pnrnioo 


unde: X> activitatea lipasel ; - : 
„Vo ni selujie de Naon 0,1 N eenemmaji la titrarea probei 
de cercetat ; 
v ma soluţie de Naom 0,1 5 consumati la titrarea marto- 
rului ;. 
F = factorul soluţiei de maom etabiat ea „ajutorul ais 
Bienen as 


>. 


j poses t 1,12,15,20,52,57,42 


: 10.ANINOAGIZI SI PROTEINE SEE 
METABOLISMUL LOR 


Aminoacizii (acizii aninici): sînt derivaji ai acizilor cardo- 
xilioi. gi conţin în molecula. los atit gruparea. eninici&(-NE,) cît 
gi gruparea carboxil (- COOH) . In majoritatea: aminoacizilor naturali 
 Eruparea auinică se găseşte. fixată. la carbonul « deci. ei au urmă | 
toarea formul generală : Li E 

n-i ODOE- | 
“R ] 
Badicalul R poate. să, a. natură alifatică, „aromatică sau heteroci- 
' edic. 
| Intrucft atomul de carbon ol este. odata; topi datis 
acizii intfiniji în celula vie(cu. excepţia glicocoluluit R= -H) 


pot exista în două forme * izompre(epantionere) notate cu L(levo) 
gi D(dextro) : 


à E G . | | p. E 
Booo E diam 

niu uu Ss și Cs 

L-Amin oacid ^—— D-Aminoacid | 


Aproape toţi aminoacizii. din. compoziţia materiei vii aparţin 
seriei. L,aminoacizii din seria D. intflnindu-se numai . în — mi- 
eroorganisae: gi în tumorile maligne. 

|  '. Prin condensarea „grupării. carboxil a unui: aminoacid eu gru- 
parea aminică à altui aminoacid. se formează. un nou tip. de legátu- 


„7% numită legătură peptiaică : 


KC MR iti, e ja 
HoN- CH- O-0E ?. N-o- CE * E-n- Gi- 0008 — ; 
COUETTE mE mST] 
| p TOES e e 
R E 9. | P uber is 
n 
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Coapugii care apar în urna formării legăturiler peptidice 
între resturile de aminoacizi se numesc peptide. După numărul res- 
turilor de aminoacizi se deosebesc dipeptide,tripeptide etc. Pep- 
tidele conținînd de la doi la sece aminoacizi poartă denumirea de 
oligopeptide, iar. peste această cifră polipeptide.Ultimele, adick 
polipeptidele constituie párfilo componente alo moleculelor. de 
proteine.lacromoleculele diferitelor proteine pot fi alcătuite 

din unul sau cîteva lanţuri polipeptidios. 
i In compoziţia proteinelor intră constant 20-22 de aminoacizi. 
Avînd în vedere că proteinele se. compun din zeci gi chiar. sute de 
resturi de aminoacizi, rezultă că ei trebuie să se repete de mai 
"multe ori în molecula proteică.Unităţile monomers. identice se pot 
găsi alături sau pot să alterneze. In mod $ustificat,proteinele 
sînt considerate ca cele mai complexe substenije dintre toţi com- 
ponenţii biochimici ai celulei vii.Structura chimică a proteine- 
lor explică marea liversitate gi multiple funcţii ale acestor . 
biopolimeri,care îndeplinesc: rol notăritor în toate procesele ai 
fenomenele vieţii. 

Determinarea aminoacizilor gi e bietul în diferite obieo- . 
te biologice,precum gi investigarea structurii gi metabolismului 
acestor substanţe la rivel tisular gi celular,prezintk mare im- 
portanță pentru soluţionarea multor probleme capitule ale atiin- 
telor a aiii N gi agricole. 


-10.1 ANALIZA AMINOACIZILOR 


Com am arătat aminoacizii reprezintă uni tăţi13 structurale 
monomere ale moleculelor de proteine.In afară de aceasta,^i se 
Bisesc totdeauna gi în stare liberi în jesuturile animale seu ve- 
getale. Conţinutul aminoacizilor liberi în celulele organismului 
animal seu. vegetal nu este constant pi depinde de faotorii ex- 
terni,starea generală a organismului respectiv, precum gi de direc- 
„Tia de desfăşurare a proceselor metabolice caxacteristice lui. . 

Astfel, în țesuturile vegetale se observă creşterea conți- 
nutului total de aminoacizi liberi gi acumularea unor cantităţi 
anormal de ridicate de anumiţi aminoacizi în erzul insuti cienţei 
potasiului,sulfului, I MEAE Gp aaa Mică c speed nicroe)emente 
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(eine, cupru nangari, fier) în nutriția. jimidi. fpes deosebire de 

. influența, acestor elenente, insuficienţa azotului gi molibdenülui . 
conduce la scăderea cantităţii aminoacizilor e" aridelor £n or- 
 ganele vegetative ale plantelop. 

' Unele specii: de plante adesea acumulează . aminoacizii carac- 
teristici numai pentru specia. dată, ceea ce determină particula- T 
ritatea metabolismului lor. ii 

, dim tesuturile.. organismelor iso. cantitatea siiiclbitar 
liberi, de asemenea, suferă fluctuații în sân oo ati de natura hranei 
gi starea fiziopatologick. 

CENE. Deterninarea aminoacizilor din compoziţia proteinelor sau 
aminoacizilor liberi. din. organele plantelor gi animalelor se .: 


practică pentru studierea. mai detaliată a velorii nutritive a. 


„produselor. alimentare şi furajelor, de asemenea, în cazul investi- 
» gării diferitelor procese ale metabolismului azotat. în organis- 
mele vii. Intre metodele larg utilizate în acest -— se numără 
cromatografia pe hirtie. 


. 10.1 3 o DETERMINAREA AKTEOACIZILOR R LIBER I PRIN METODA 


GROMATOGRAFIEI PE HIRTIE 


naai id odei. Aminoacizii liberi: se extrag. din gesutu- 
rile animalelor sau plantelor ou alcool etilic sau cu apă. Ex- 
tractele obţinute: se purifică. şi. se supun. cromatografiei pe hîr- 
tie.Datorită diferențelor existente între: constantele de distri- 
buţie (repartiție) 'ale divergilor aminoacizi, acegtia pot i sepa- 
rafi,cu ajutorul unui sistem de solvenţi organici “saturați. cu 
apă,pe hîrtie de. filtru introâusă | într-o cameră. cromatografică, 
Aminoacizii separati. pe hirtia: cronatografică, sint. puşi în evi- 
Geni prin reacţia de culoare . cu. reactivi. specifici, cel. mai ade- 
sea cu. ninbiórin&. Intre aminoacizi gi ninhidrină are loc. urmă 
takpa reacţie Ec 

0 


| c Bias | - : P P : ü "s 
e A (0 * CH-NH;— e + Cn NHS e CO? 
é COOH PE ENON 
E d 
Ninhidrinà ~ ` Dicetohidroxi - 


hidrinden . 
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Amoniacul didus: se —— cu o noui. moleoulk de. minhidri- 

nÉ gi cu cstoalcoolul format prin reducerea ei „rezultând. combina- 
$is(I),care la pH=4,5 se. transformă 1n enolul (II) a cărui sare 
de amoniu (III) este colorati în rogu-violet sau purpuriu-elbas- 
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După imereare sau pulverizere cu o soluţie de ninhidrink, 
cromatograma se usucă.Pe hirtie apar zone(spoturi) colorato 1n 
diferite locuri care corespund divergilor aminozoizi. 

Cunoscínd condiţiile experienţei se pot determina după aces- 
| te spoturi colorate tipurile de aminoacizi existente în extractul 
tisular analizat. Identificarea aminoacizilor pe cromatograað se 
face prin cîteva procedee, 

Cel mai simplu,aga-numitul procedeu al martorilor constă în 
aceea că pe aceeagi fígie de hirtie ee cromatografiază amestecul 
de cercetat gi o probă cu aminoacizi cunoscuţi .Selujia martorilor 
gi cea de analizat se aplică pe hirtie,în acelagi timp,pe linia - 
de start.Pe cromatogrem se compară vizual poziția spoturilor co- 
lorate a aminoacizilor din soluţia de analizat cu poziţia axino- 
acizilor din proba martorilor. 


oe up 


o alti metodă de identificare se. reduce. la. Mu die aga- 
' numitului. coeficient de mobilitate. Re al „aminoacizilor, care ; prac- 
tio ae poate calcula folosind ecuaţia (5.3) : 


1 
| ^i el, | | | 
unde. 1 de distanţa de la linia de start pînă în centrul 'eyotu- 
lui dat de aminoacidul respectiv şi 
Do- distanţa. de la linia de start pînă la linia frontului’ 
de solveat(vezi fig.5.1). 


 Comparînă valorile coeficientului de mobilitate aflate pe. 
această cale. cu datele din literatură se y identifica aminoaci- 
. zii separati. 
^ . ^ Aminoacizii identificaţi pe NEN pot fi — MY 
cantitativ prin eluţia spotului colorat gi fotometrarea sluatului 
obţinut la un fotoelectrocolorimetru. 


Modul. de lucru, Practic cromatografia Pe Be liberi: 
în obiectele biologice ,ouprinde cîteva etape succesive : extrac- 
ţia aminoacizilor din țesuturile animale sau vegetalo,aplicarea 
soluţiei de aminoacizi pe hîrtie,separarea cromatograficá pro- 
priu-zisă a aminoacizilor, identificarea şi deterninarea lor can- 
titativi. 


Extractia aninoacizilor liberi din &eguturile uin 

Se cîntiresc 2 g ţesut prelevat imediat după moartea anima- 
Jului şi se triturează într-un mojar în prezenţă de.nisip de cu- 
. ar* sau sticlă pisată pînă la obţinerea unei paste perfect omoge- 
ne.Peste pasta astfel obţinută se adaugă 10 ml acetonă acidulată 
(100 ml acetonă + 1 ml HCL concentrat) După 30 minute se centri- 
fughează timp de 10 minute la 3000rot./min. Supernatantul separat 
se transvazează într-un pahar Berzelius de 25 ml care se introdu-. 
ce într-un termostat la 51-58?c pentru evaporarea acetonei.Opera- 
ţia de extracţie a reziduului din eprubeta de centrifugà. cu 10 al 
. de acetonă se repetă încă de două ori,de fiecare dată supernatan- 
tul turnîndu-se în paharul Berzelius ,după care se evaporă la sec 
în termostat sau pe baia de apă. Reziduul din pahar se reia cu lml 
soluţie de i: Ced IN gi se filtrează pe o hirtie de filtru cantita- 
tiví.Se spală paharul gi filtrul ou 1 al soluție de HCL IN. - 
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Piltratul se evapor& la ecc.Se reia reziduul cu 5. al soluţie de 
NH,OH 0,5 N gi. apoi se filtrează .La filtrat se adaugă 10 m eter 
eatilic,Se agită, se separă stratul eteric,iar stratul apos se eva- 
poră din nou pe baie de apă la sec. Reziduul se reia cu lal solu- 
ție de NH,OH 0,5 Ne 

Extractio aminoacizilor liberi m SN TEN volum 
de 2 nl ser sanguin(fără urme de hemoliz) se usucă într-un ex- 
sicator de vid cu clorură: de calciu anhidră,la temperatura came- 
rei.Serul deshidratat se piseazü sub formă de pulbere într-un . 
mojar mic(se recomandă ca uscarea să se facă direct 1n mojar) şi 
se trece cantitativ cu 8 ml de acetonă acidulată într-o eprubetă 
de centrifugă. Conţinutul eprubetei se agită cu o baghetii de atic- 
1% din 10 în 10 minute pe o perioadă de timp de 60 minute.Se cen- 
trifugheazü 10 minute la 3000 rot./min.Supernatantul conjinind 
aminoacizii extragi se transvazează într-o fiolă de sticlă cu 
fundul plat care se introduce într-un termostat la 57-38?C pentru 
evaporarea acetonei.Reziduul rămas în eprubeta de centrifugă se 
tratează în mod similar cu 8 ml de aceton& încă de două ori,ex- 
tractele obţinute adăugîndu-se la primul supernatant pentru eva- 
porare.După evaporarea acetonei pe fundul fiolei rămîne o peli- 
culă foarte fină de lichid uleios.Pentru uscarea completă a fio- 
lei,aceasta se introduce într-un exsicator de vid.Reziduul uscat 
din fiolă se dizolvă: într-un ml de apă distilată gi se eliberea- 
ză de lipide prin adăugarea a 2 ml eter etilic.Majoritatea ete- 
rului se poate absorbi cu o pipetă,iar stratul fin rămas se fnde- 
părtează cu ajutorul unei fígii înguste de hîrtie de filtru.Solu- 
fia apoasă de aminoacizi din nou se evaporă într-un exsicator de 
vid timp de 18-24 ore,după care reziduul uscat se reia ec O,l ml 
apă distilată.Din soluţia obţinută se aplică pe hfrtia cromato- 
grafică probe de cîte 0,02 ml(ceea ce corespunde la 0,4 ml ser 
nativ) pentru separarea aminoacizilor prin cromatografia unidi- 
mensională şi probe de cîte 0,06 ml(corespunzător la 1,2 ml ser) 
pentru cromatografia bidimensională. 


Extractia aminoacizilor liberi din plantel^ de cultură, Se 


„recoltează aproximativ 5-10 g semințe mature sau izsture ,frunze 
proaspete sau alte orgene vegetative gi se spală cu apă de 1a 
Tobinet,apoi cu apă distilată pentru înaepărtares impurităților 
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aderente. Se pune pe o airtie de filtru sau pe un vas. de sticlK 
mi se usucă în etuvi la 90? C, timp de 48 ore fără întrerupere, Pro- 
bele uscate se macină pînă la obţinerea. unei pulberi fine.Din. 
gpulberea obţinută se cîntăresc între 2 gi 5 g,în funcţie de na- 
tura produsului de analizat gi se extrag cu 10 ml alcool etilic 
S96%(încălzit la 50-6090 pe baie de apă) timp de 2 ore,prin agita-. 
raa permenenti. Extractul se separá prin centrifugare gi se trans- 
wazează într-o pîlnie de. separare .Reziduul se extrage încă de 
două ori cu cîte 10 ml de alcool 80%.Jltimele două supernatante 
me uneso cu primul în pílnia de separare gi la lichidul obţinut 
ae adaugă 15 ml cloroform gi 15 ml apă distilată. Amestecul se 
„amgită cu atenţie gi se lasă în repaus 10 ninute. Stratul superior 
conținînd aminoacizii extragi se separă gi se evaporă la aec pe 
taie de apă.Reziduul se dizolvă într-un m) soluţie de alcool 
ikzopropilic 10% în soluţie de HCl O,1 N. 


Aplicarea solutiei de aninoacizi pe híiriia cromstograficá. 
' Ma aplicarea soluţiei de aminoacizi pe hîrtia cromatografică se 
cer respectate o serie de reguli.Dupá metodica clasică diametrul 
punctului de start unde se aplică proba nu trebuie să depágeasck 
'5-6 mm.Pentru a realiza acest lucru, aplicarea probelor se face 
*în mod repetat cu ajutorul unei micropipete gradate în porţiuni 
die ctte 0,003-0,005 ml în cromatografia unidimensională (monoăi- 
mensională) gi cu' o cantitate de cîte 0,010-0,015 ml în cromato- 
grafia bidimensionalÁ.Fiecare nouă porţiune de soluţie se aplică 
după uscarea completă a celei precedenta, 

“Pentru o orientare mai bună pe linia de start a cromatogra- 
zmei se desenează anticipat cu creionul un cerc cu diametrul ce- 
mut (5-6 mm),unde se aplică soluţia de analízat.Punctul de start 
ne alege la 5,5 ca de la capătul hîrtiei cromatografice,iar în 
“tehnica bidimensională într-un colţ,la distanţa de 6-7 cm faţă 
ide lungimea gi lăţimea hîrtiei,în funcţie de adîncimea vasului 
cu faza mobilă în'care se introduce capătul hírtiei. - 

La aplicarea soluţiilor de aminoacizi trebuie să se ţină 
“cont de capacitatea hirtiei,aai ales în. cazul cromatografiei 

/monodimensionale „pe figii fnguste."Incárcarea" hírtiei'con- 
duce la spălarea snincedásilor dizolvaţi , cauzată de lipsa 
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echilibrului între aceştia gi. solvent si adsorbţia ler în proce- 
„sul de. separare cromatografici. 

In. cazul identificării aminoacizilor cu ajutorul: = 0 Se 
“atunci. se folosesc două soluţii stendard de aminoacizi cu compo- 
Zitia indicată în tabelul 10.1,care se aplică odată cu probele 
de cercetat ps aceeagi hîrtie cromevograficl. 


‘Tabelul 10. 1 
Compoziția soluțiilor standard de aminoacizi 


Soluţia A Soluţia B` Concentrația, 
| P mg/1O0 ml 


Concentrația, i 
i mg/10 ml |- 


Cisteină 


Lizină 
Histidină . 62 Arginină 69 
. Acid aspartic - 55 Serină 42 
Glicocol ..30 Acid glutamic 59 
.Treoniná  - 47 Alanină  . 35 
' Prolină M Metionini 59 
Tirozină - 72 Leucină . 54 - 
Valină Cae | 


Fenilalanină l 


Ambele amestecuri se aduc la 10 ml cu acelagi solvent între- 
buinţat la dizolvarea reziduului obţinut după ultima evaporare a 
soluţiei de aminoacizi extragi din materialul cercetat. 
| . Distribţia relativă a diferiților aminoacizi prin eromato- 
 grafierea soluţiilor standard menţionate este arătată. în. cromau- 
tograma din fig.10.1.In spotul notat cu N se găseşte rogu neu- 
tral, Acest indicator. are un coeficient de mobilitate Re de ace- 
lagi ordin de mărime cu cel al leucinei gi de aceea cu ajutorul. 
lui.se poate urmări cînd aminoacidul care migrează cel mai repe- 
de ajunge la marginea de. jos a cromatogramei în procedeul des- 
cenăent. 
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| Fig.10.1.Dispunerea aminoacizilor pe 


hîrtie în cromatografia descen- 
dentă în sistemul butanolic. 


“A gi B-amestecuri de aminoscizi,N-rogu 
' neutral. - 


1-Cisteina;2-Histidina; 5-Acid aspartic; 
4-Glicocol; 5-Treonina;6-Prolins; i 


T-Fenilalanina; 8-Lizina;9-Arginină; . 
10-Metionina;ll-Serina;12-Acid giutamic; 


15-Alanina;14-Tirozina; 15-Valina; 
16-Leucina. 


Separarea cromatografick a eminoacizilor.Pentru cromatogra- 
fia aminoacizilor se foloseşte de obicei hîrtia. Schleicher- i 
Schüll 2043 bgi Whatman l.Dimensiunile hfrtiei pot varia în func- 
ţie de parametrii. camerei cromatografice : Distanţa între punctele 
de start trebuie să fie de 2-5 cm în. cazul cînd pe aceengi foaie 
. đe hîrtie se aplică mai multe probe. Locul startului pe hîrtie. de- 

 pinde de metoda. cromatografici folosită(vezi pag.186). 
i Pentru o. separare: mai bun. a aminoacizilor prin cromatogra- 
fia monodimensionall,se. pot folosi forme modoficate ale figiilor 
de - hirtie, aşa cum se arată în rp: 10.2. 


t Fig.10.2. rigi de hîrtie pentru 
A n d cromatografia nonodi- 
IT mensionalÁ. . 
„A-Pormă obignuit*;B,O-Forme cu — 
; istm;D-Formá cu aspect conic. 
p3 Cereul-locul de aplicare. a 
p soluțiilor de aminoacizi. | 
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Pe erenatogrémela. B,C 4 gi D spre deosebire de. eromatograma 
obişnuită spoturile de aminoacizi se separă gi ze | evidenţiază 
mult mai izolat,ceea ce eate important pentru analiza. „cantitati- 
vă. 

. După aplicarea magi el de aminoacizi hirtia se. introdu- 
ce în, vasul cu faza mobilă gi se lasă să migreze disolvantul prin 
hfrtie.Se închide apoi ermetic camera cromatografich.Pentru a re- 
duce. la ninim evaporarea disolventului . de pe suprafaţa hîrtiei 
asigurindu-se astfel etabilitatea compoziţiei aistemului,se satu- 
reazí atmosfera cu vapori de dizolvant care se toarnă direct în 
vase agezate pe fundul camerei cromatografice. 

In literatură sînt desbrise multe sisteme de dizolvanţi ati- 
lizate pentru analiza croaatografică a aminoacizilor. Unul dir 
aceste s.stene care se poate întrebuința în multe cazuri este al- 
cătuit din n-butanol-apá-acid acetic(120 50: 30). Siatenul de di~- 
zolvanţi proaspăt preparat se poate utiliza imediat ;nu se reco- 
nandá să fie păstrat mai mult de 10-15 zile,intrueit după. acest 
interval de timp se produce eaterificarea. 

O separare foarte bună a. aminoacizilor se ali zeasă prin 
irigarea hfrtiei de. 4-5 ori cu dizolvant Paza mobilă se lasă să 
curgă de 5 ori pini la 2/5 din: lungimea hirtiei, apoi de 2 ori. 
pînă la sapütul figiei. După fiecare migrare a dizolvantului cro- 
 matograma se usucă într-un curent. de aer. 

In cazul necesităţii de separare rapidă a „aminoacizilor se. 
„poate lucra după tehnica circulară sau ratială. | 

Cromatografia circulară. Cromatografia circulară se bazează 
pe migrarea substanţelor amestecului de. cercetat,din mijlocul 
hirtiei în toate direcţiile. In crenatografia circulară hî.tia sub 
forma unei rondele se agasă orizontal, iar probele de studiat se 
aplică circular la o mică distanţă 1e punctul central, Faza nobilă. 
se aduce din vas cu ajutorul unui fitil de hîrtie de filtra. Apa- 
ratura folosită în această tehnică constă din două vase rotunde : 
care pot avea dimensiuni variabile,funcţie de scopul ucmÁrit.Pen- 
tru încercări preliminarii se „folosesc două cutii Petri cu ace- 
lagi diametru(8-12 cm).Pentru separarea amestecurilor complexe de 
aminoacizi se recomandă folosirea exsicntoarelor. Rondela de htr- 
tie se agazá între capac gi "ne inferioară a exsicatcrului, 
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(dar dămeavantui se atude cu ajutorul umi astia. de? 
 Besetivi.l -Selmpie de aciq aspartic M/IOD ia aleea iaepeo- 
Lr A 
2.Solujie de tirozină M/100 în ajomol isopropilie 108. 
 $.Solugie de leucină M/100 în aloool izoprepilic 10$. . 


-  4.Amestec de soluţie: M/100- de. v oque, eee i de." 
cint ta alcool isopropilic 108... 


chi rem p 
ay jo MI 


| Monti MSRP "Media aspartio " 
(Acid e -aminoisosaproic) ` (Acid A-aminosuccinic) 


Org 
ET eL-antno-f- (asachidroricfenil).propionid! 

TT 5.Sistemul de tisolvenji. Se emesteci 60. ml alcool. butilic 
normal (n-butanol) cu 25 ml „apă distilată gi 15 ml acid acetic 
` glacial într-o ptilnie de separare. După amestecare sistemul de di- 
zolvanţi 89 scurge. în cutia Puri. = 
| | 6. Solujie de ninhiărină 0,5%.Se dizolvă 0,5 & ninbidrini Tre- 
j criatalizată 1n.95 ml acetonă gi se păaugă 4 al apă. distilată s 
1 ml acid acetic concentrat, ` i 

` fehnica| cromatografierii. Pe. un dioc de hirtie. cronatografi- 
că, se agază cu ajutorul pensetei un. gablon transparent. ca cinci. 
orifícii(unul central. gi patru. radiale), După ce se notează cu cre- 
ionul aceste semne po hirtia ci ică,gablonul se îndepăr- ` 
tează. Discul de hîrtie: marcată se pune într-o hîrtie de filtru 
obignuită, împăturită in două aga ca semnul central să nu fie aco- 
- perit.Stringind hîrtia aproape de acest semn întrt degetul mare - 
si cel arătător se sparge semnul central cu un instrument ascuţit, 
de exemplu cu o baghetă de sticlă avind diametrul de 0,5 ca şi 
mal din capete ascuțit. Din hîrtia leromatograzică lată de 1,2 ca 
gi lungă de 1,5-2,0 cm se face un fitil,infügurind foaia de htr- - 

tie pe o- paghetu de sticlă ce éiemetrul. ceva mai mic decît cel 
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EP. oriiiciului — . Fitilul se montează pînă là. 5/4 din lun- 
| ginea lui în orificiu,continufnd să tinem rondela de hîrtie cro- 
3 natografi că în foaia de hîrtie împături tă în două.. 

După. aceea pe unul din cele patru semne radialo. se aplică 
"ou o nicropipetă o pictură (0, 005. ml) din soluţia amestecului de 
aminoacisi, iar pe celelalte trei semne. picáturi separate din fi- 
ecare soluţie de aminoacid. Se notează pe marginea rondelei de 
hirtie eminoacidul,a cărui soluţie s-a pipetat pe locul indicat 
' prin semnul respectiv.Hfrtia cronatografică se usucă în aer(aer 
cald).Apoi,rondela de hirtie se aşază cu caplitul lung al fitilu- 
. lui în jos pe cutia Petri,conjinfnd disolventul pentru eluare gi 
ae acoperă cu cealaltă cutie Petri.Solventul se ridică prin fitil 
. gi se răspîndegte radial în hfrtia cromatografică.Viteza de uro- 
matografiere depinde de grosimea fitilului gi de distanţa între 
suprafaţa solventului gi suprafaţa hirtiei, precum gi de calita- 
tea hfrtiei cronatografi ce. | 

Peste 60 minute,cind solventul pe rondela de hirtie va avea 
diametrul de 6-7 em,hfrtia eronatografi că se .ia cu ajutorul unei 
pensete,se marchează cu un creion frontul solventului gi se usu- 
` că în aer timp de 1-2 ere pini la îndepărtarea completă. a m ne 
tului. Cromatograma uscată se developează (prin imersare sau mai 
bine prin pulverizare) cu soluţie de ninhidrină 0,5%.Apoi croma- 
tograma se usucă în aer timp de 50-60 minute,după care se intro- | 
- duce în termostat la 80? pentru 5-10 ninute,tenperatura favori- 
zînd dezvoltarea culorii Preta de reacţie dintre anistetnai s. 
gi ninhidrina. 

După developare gi uscare pe uromatogramă vor apare, în ca- 
zul amestecului de amineacizi, trei arcuri de cerc colorate în 
roşu-violet, care indică. separarea acidului . aspartic, tiroziàei gi 
leucinei. In cazul soluțiilor separate de aminoceizė vor apare 
„cîte un arc de cerc colorat, corespunzător aminoacidului respec- 
tiv.Zona corespunzătoare acidului aspartic se află aproape de 
.centru,zona tirozinei ocupă o. poziţie intermediară, iar zona leu- 
cinei se — aproape de marginea cromatógramed (£ig.10.3). 
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zig.10. 3. Gronstografia. ‘circulară a amestecului | 
“de acid asparțic,tirosină gi leucink La a 
"fiecăruia din aceşti. eninoacizi. 


-  gaentificares. ai determinarea samtătatieă a aminoacizilor. 
ldentificarea : aminoacizilor din amestac pe cromatogremá se éfectu- 
E. cu ajutorul apoturilor aminoacizilor orei eem i 
E x care s-au folosit drept martori. 

5 Spoturile aminoacizilor din iem se pov prin coefi- 
sientsl de nobilitate Rp Pestra oüleularea ini Rp se detereinl 


 "aminescidulai gí se taparte.la distanţa parcsrol de la stert de 


„frontul solventului (vezi peA84). bi 

“Determinarea cantitativă a aminoacizilor separați pe erona- . 
Aegreni se poate realiza prin diferite procedee.Unul din aceste 
Up D OSE D EAS SET E tă 
prü şi ninhidrinkK. — 
n mecs ee UR, 1p V6 = 
amestec c» 0,09 ml meta emotie concenteat gi e completează 1a "t 


100 ml eu aeetomi sån alosol etilic 965).Dapi uscire timp de 30 
minate la aer spoturile da pe eromategremi igi schimbK culoarea 
din violet în rogu-arenj -Spoturile colorate se decnpeată, se taie 
mărunt gi se introduc în eprubete curata gi uscate.In fiecare 
„eprubetă se. adaugi cite 5 ml metanol gi se agiti.Complexul cclo- 
ru4,80 elueazü complet în timp de 19-50 minute,se. colorimetreazi 
fajk de o probă de control(care reprezintă eluatul nnui fragaent 
| nocolorat de oromatogremi,egel ca mürine cu um spot de aminoacid 
" da dimensiuni medii) la 530 nai filtra verde) + 


“Calculul resultatelor. .Pentre calcularea resultatelor este 

necesar să se traseze cite o curbă de etalonare pentru fiecare 
aminoacid. Curbele de etalanare, oe construiesc folcsind soluții 
standard- din fiecare aminoacid conținînd cantități crescătoare 
de 1a 0,07 1e 2,8. microgramze de azot at-emini e. Soluţiile standard 
EL cronatografiazi 1n mod identic gi pe baza extinc$iilor obfinu- 
te pentru fiecare aminoacid ps traseezk courbe de etalonare cores- 
punzítoare,trectnd pa ordonati extincţia gi pe ebscisk mi crograne 
azot aminie în probă.Pe aceste curbe. etalon s€ află concentraţia 
diferiților aminoacizi în soluţia cercetată. 

| Continutul aminoacinilor se exprimi în me la 100 q de esat- 
pronagit aeu 100 ar lichid m 


10.1. 2.DETEREDAANEL agoro aie 


“Azotul aminic liber constituie azotul aminoacisilor liberi 
iilii în materialul de cercetai..Deterzinares. azotului amiaic 
este necesară în camsul. analizei formelor de combinații azotate, 
1ndeosebi fn investigarea motabolissului aminoacizilor şi protei- 
nelor 


| 10..2.1.]9:4884 AJUTI, MEDCT LIBE D SERUL 
x SIMGUINONETODA Q-A- EBEKOT MODIFICATA PE 
— Zg GKR 


SEEE PERE Tr P E 
colorimetric după reacția de culoare a aminoacizilor cu ninhidri- 
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T ^ meectixi.l .Selapie de acid acetic 0,04 N(Sa dilueasi 0,25 si 
ed a aesti glacial. cu 100 ml apă distilată). — . 
is „+ 8.Selnjie apoasă de ninhidrink 1%. n . 
MEGA aid rao RR RE SP cM 


' mi ser sanguin. gi 0,5.ml soluţie de acid acetic 0,04 W.S agită, 


"se închide cm un dop gi se introduce într-o baie de apă recs ca- ` 


` Fe ee alone 1a fierbereDoph 5 minntè de la fierberes spei în be- 


 ie,eprubeta se scoate gi se rücegte. . 

AR Ja eprebeti se pipétesa 1 ml de api AistilAtE, ee agită cea. 
gimutul ei cu o baghetă de sticlă gi se filtrează pe filtru cen- 
: titativ într-o eprubetă gradată de 10 ml.ZXprubeta de centrifugă 

i jessipitetul Qu po filtra sm mpmăă Desi B prai: ori cu cfte 

1 ml apă distilată. . A 

E le filtretul obţinut se adengi 0,5 mi óolwjie de ninhiărină 
Baita aaa mp gi Colour ga ae e e 
“malai 98 Msn turmei cui A wil. 0e suiit ne dal: 3n 

 repsus 5 minate la temperatura camerei gi se completează cu apii 

 Gistilatk pînă la 10 ml(dupá semi de pe eprubetă). 

"ho In paralel se execută controlul pentru resctivi.la 5 ml apă 
 éistilati se adangă 0,5 si soluţie de acid acetic 0,04 N gi 0,5 
ml soluţie de ninhiârină 1$,5e agită şi se încălzegte tinp de 20 
Á—— o iz moaca are ttm Mon m 
plotează volumul la 10 ml cr apă distilată. . | 
er Putiasia papel cm Sur Pe akt lo ma Dutdeloctroodleri- 
métru,utilizind lungimea de undi de 536 im(filtru verde) şi cuva 
de 5 sm,faji e controlul reactivilor san apă distilată. 1 


Celeulul rezultatelor.Prin raportare la curba etalon, constru- 


44% cu concentrații crescînâe de alenină (6-30 micrograme azot 


j  aminic în probă) ,se afi numărul micregremelor de azot corespun- - 
stor extincjiei probei de cercetat.Pentru calcularea rezultate- 
Ver în ag se folooegté următoarea formulă : a 
mg. Ld 9. ma 
i Suma - - sioan N- aminie apria PE probei 
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Inportanta practică. Conţinutul asotului aminic în serul oa- - 
menilor sănătogi oscilează între limitele de 2-4,5 ngf,avind o 
valoare medie de 2, 9. mg”. | 

Cregterea nivelului aminoacizilor în Eo se observă după 
ingerarea unei hrane bogate în proteine,în coma hepaticá,hepati- - 
ta opidemicá, intoxicații cu fosfor, Cenilhidrazină, CCI 4» cloroform 
' în arsurile grave,diabetul zaharat cu cetoză;o cregtere moderată 
poate să aibă loc în înfecţiile acute hipertiroidiem,in unele 
cazuri de anemie,dupá administrarea ACTE etc. 

Micgorarea cantităţii de aminoacizi se MEA. T^ în nefroze, 
după administrarea glucozei, insulinei, hormonului: de creştere, an- 
drogenilor. 


10.1.2.2.D02AREA AZOTULUI AMINIC IN PLANTE 
Principiul metodei. Ninhidrina reacfioneazá cu aminoacizii 
în mediu slab acid (pH 4, 5) gi în prezenţa acidului ascorbic,dînd 
un produs colorat care se determină Wiistisetris. 


Reactivi.1. Soluţie tampon. acetat 4 N cu pH 4,54.Se dizolvă 
54,4 g Cti, COONa . 53H50 în 100 ml apă distilată într-un pahar Ber- 
zelius.Solugia obţinută se încălzeşte la fierbere pe sită de as- 
bcst gi se fierbe pînă se evaporă aproximativ jumătate din vyo- 
lumul inijial.Solujia se rÉcegte,se transvazează într-un balon 
cotat de 100 ml,se adaugă '30 ml acid acetic glacial gi apă dis- 
tilată pînă la sean. 

' 2,Reactivul ninhidrinic. Se dizolvă 1l, 2 g ninhidrinM recris- 
talizată în 15 ml alcool n-propilic.Solugia obţinută se anestecă 
„cu 30 ml alcool n-butilic,60 ml etilenglicol gi 9 nl soluţie 
tampon acetat 4 N cu pH 4,54. 

5.Solugie stoc de 1éncinh(« -eXanisi). Se dizolvă 46,8 ng 
leucină (sau 31,8 ng ol -alanină) în 100 ml soluţie de alcool izo- 
propilic 10$,1a balon cotat. Această soluţie stoo conține 50 mi- 
 Crograme azot: aminic într-un ml.Pentru prepararea soluţiei eta- 
lon se diluează 5 ml soluţie stoc într-un balon cotat la 50 mi 

cu apă distilată. Intr-un ml scietis de lucru se sue 5 micro- 

grame azot eminin. 

4.Soluţie de acid ascorbic 1%. Acenată poftă se prepa în 
Meus întrebuinţării, dizolvind 0,1 g acid ceata în 10 ml 


EEUU 


apă distilată. 


Modul de lucru. o salii de 0,5 g material vegetal 
pesait; conjinind 50-500 micrograme azot mminioc,se mojareazá cu 
5 nl soluţie de acid acetic 10%. Amestecul obţinut se aduce canti- 
tativ într-un balon cotat de 100 ml gi se completează la semn cu 
apă distilată. Conţinutul balonului se. agită gi se filtrează prin- 
tr-un filtru uscat, aruncínd primii nl de filtrat.Din filtratul 
rămas se pipetează 2 ml într-o eprubetă gradată de 10 ml, se adau- 
gá apoi 3 ml reacti7 ninhidrinio: şi 0,2 ml soluţie de acid as- 
corbic 1%. Se agită conţinutul, se închide eprabeta cu o pilnie sau 
cu o pară de sticlă e se introduce pentru 15 minute în baie la 
, fierbere. 

In paralel se fierbe = proba de control pentru reactivi ca- 
re cuprinde 2 ml apă distilată,? ml reactiv nintidrinis gi O,lml 
. solufie de acid ascorbic. 

După fierbere pe baie de apă, eprubetele 86 răcesc în aer. 
timp de 15 ninute ,agitind probele: din 5 în 5 minute.Dupk. răcire, 
volumul : probelor se. completează. cu alcool etilic 60% la 5 ml gi 
se agită conţinutul lore 

Extinoţia probei de cercetat se , măsoară 1a 580 nm gena: de 
proba de. control. 


Calculul re rezultatelor. Pe. curba etalon se güsegto cantitatea 
de azot aminic corespunzătoare extinojiei probei de cercetat.Con- 
ginutul. azotului eninic în materialul b imc cercetat se calcu- 
lează anda formula : 


mg azot aainie 3 -—199589- D» 


unde: a - cantitatea de azot aminio în a de cercetat (în pe UA 
grame) ; 
p> - greutatea tesutului vegetal luată în analisă(fa. grame). 


" Construirea curbei etalon. In . eprubete gradate, de 10 ml se mä- 
soară următoarele cantităţi de soluţie etalon de "deucină (el -alani- 
nă), conținînd 5 nicrograme azot într-un ml :0,2;0,4;0,6;0,8;1,2;. 

m f ,6;1, 8 gi? m ,80 completează volumul €u apă distilată la 2 ml. 
Intr-o alti eprubetă ( control) se iau nunai 2 ml apă dist tilatü. 
in toate eprubetele ` se adaugă ette 5 al reactiv ninhidrinio gi. 
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cîte 0,1 ml soluţie de acid ascorbic 1%.După ce se agită conţinu- 
„tul lor,eprubetele se închid cu pflnii. sau dopuri sferice do 

. sticlă gi se introduc într-o baie de apă la fierbere,unde oe men- 
țin timp de 15 minute din momentul în care apa începe să fiarbă. 
La sfirgitul. intervalului de fierbere, eprubetele se ^cot din ba- 
ie se răcesc la temperatura. camerei timp de 15 minute,cu agitare 
periodică Se. completează volumul probelor la 5 ml cu alcool eti- 
lic 60% gi se măsoară extincţiile la 580 nm, comparativ cu con- 
trolul. Pe bent datelor obţinute se trasează curba etalon. 


10.1.5.DETERMINAREA TRIPTOFANULUI 

Triptofanul(acidul e -anino-f- -indolpropionic) este un. amino- 
acid esenjial(nefnlocuibil) pentru animale gi. om. Catabolismul 
triptofanului în organismele vii are loe pe mai multe căi condu- 
cînd 1a diferiţi produgi finali(acid nicotinio,5-hidroxi-tript- 
aniná,acid indolacetic etc) dintre care unii îndeplinesc un rol 
biologie deosebit în tesuturile animale gi vegetale. 

Triptofanul este larg răspîndit în proteinele de origine 
animală ,se gásegte în cantitate foarte mică sau lipsegte complet 
1n proteinele vegetale.In organele tinere ale plantelor există 
gi în stare liberi. 

- Determinarea conţinutului de triptofan are. mare importanţă 
în ameliorarea plentelor,in cunoaşterea particulari tăţilor meta- 
.bolismului acestui aminoacid în organismele animale gi vegetale. 


Deerainares iriptofenulni in semintele plaateloriveteda 


As. I. ET. N.P. 


Principiul metodei. Metoda de dozare a RONDE PN se ba- 
zează pe obţinerea unei reacţii de culoare a acestui aminoacid 
cu p-dimetilaminobenzaldehida. In mediul puternic acid gi în pre- 
zenţa azotatilor se formează o culoare albastră a "cărei inten- 
sitate se măsoară la un fotoelectrocolcorimetru.Pria» această me- 
todá triptofanul poate fi determinat în seninjele bogrte în sai- 
don „Proteine, uleiuri fără izolarea proteinei. 


Reactiyi. l. Soluţie de para-dinetilaminobensaldehidi 2,5 % 
.in soluție de HCl 10$. Soluţia păstrată în frigider este otabilă 


timp de două skptimini. 
'2.Solujie de azotat de sodiu 1%. ` 
3.Soluţie de. gelatină 4% în soluţie de xon 25%. 
4. Solugie de acid clorhidric concentrat. : 


A Modul de lucru. Íntr-un flacon conic de 100. ml se introduc 
. 200 mg făină proaspăt obţinută din: seminje de. cereale sau 1002g 
făină din seminţe de oleaginoase.La analisa seminţelor cu înve- 
lig colorat acesta se îndepărtează, întructt culoarea suplimenta- ` 
ră impietează asupra determinării, In locul culorii albastre în 
mediul de reacţie uneori apare o; culoare verde din causa exis- 
tenţei în seminţe a pigmenjilor galbeni,care se pot îndepărta 
. spülind făina cu n-butanol - sau eter de petrol. | 
^ Fina din flacon se umectează uniform cu 2 nl apă distila- 
tă.Apoi se adaugă 1 ml soluţie de gelatină 4% în soluţie de KOH 
25%. In cazul formării de bulgări „amestecul. 30 agită cu o baghetă 
de sticlă(capătul baghetei introdus în amestecul de reacţie se 
sterge cu bucăţi nici de hîrtie de filtru care se lasă în flacon) 
Placonul se închide cu un dop de plută: gi. se. termostateazk pen- 
tru hidroliză 1a 40? C,timp de 18-20 ore(peste noapte). 

„După nidroliză în flacon se adaugă 9,5 ml soluţie de p-di- 
_metilaninobenzalăchidă 2,5% în HO 10%,0, 5 ml soluţie de NaNO, . 
1% gi 28 ml de HO concentrat(densitate 1,19). Conţinutul se agi- 
4% prin rotirea flaconului,se închide cu un dop gi se introduce 
în teracstat la 25? o, timp de 1,5 orè. în cazul seminţelor amido- 
 noproteice gi 5 ore pentru seminţele. oleaginoaso-protei ce După 
aveastă ultimi termostatare, amestecul de reacţie se completează. 
la 100 ml adăugindu=se 68 ml apă distilată sau la 50 ml prin 
“adăugarea a 18 ml apă distilată,dacă conţinutul de triptofan 
este nic în. obiectul cercetat, In mediul de reacţie diluat dezvol- 
tarea culorii se întrerupe. : 

Soluţia se filtrează prin filtru de hîrtie cantitativă cu . 
 porozitate medie. Primii ml de filtrat se aruncă; Filtratul lim- 
pede se folosegte. pentru măsurarea extincjiei probei de cercetat 

la un electrofotocolorimetru, în filtru Trogus 


Pentru determinarea concentraţiei triptofanului în probă 
este comod să se traseze curba de etalonare.. 
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 Gmatruirea curbei de etalonare, Intr-un balon gradat de 252 
59 dizolvă 25 mg triptofan în 20 nl apă distilati la care Lond 
adăugat l'ml soluţie de KON seu NO 0,1 N.Se completează la 
sema cu alcool etilie 969.1ntr-o serie de flacoane cuniee de 100 
ml. | pipetează efte 2 ml apă diatilată,l ml soluţie. de gelatină 
în- Sutia de KOH gi urmütorii reactivi în succesiunea 10,5 n1 
soluţie de para-dimetilaminobenzeldehidi 2,59;,0,5. ml soluţie de . 
azotat de sodiu 1% ;28 ml soluţie de HCl concentrat.Apoi se adau- 


| 


' gi soluţie de triptofan cîte 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5 m1 în care se 


. găsesc. corespunzütor 0,1;0,2;0,3;0,4;0,5 ng triptofan.Pentru dez- 
voltarea culorii albastre flaooenele se termostatează la 25%0 
timp de 60 minute.DupK aceasta volumul probelor se completează cu 
apă distilată: la 100 ml(folosind biureta),soluţia se filtrează gi 
se măsoară extincjia la un fotoeleotrocolorimetru, în. filtru rogu. 
Pentru trasarea curbei etalon se trece po abeoisí cantitatea de 
triptofan(în mg într-un ml),iar pe ordonati extincţia soluțiilor.. 
Calculul rezultatelor.Pe curba de etalonare se află concen- 
traţia de triptofan(în mg. într-una ml) corespunzătoare. extinciiei 
probei de carcetat. Conţinutul procentual de triptofan(mg$) se cal~ 
'culează cu formula următoare : 


ng $ »-3:195:199- i 
unde: a = cantitatea de triptofen (în ng într-un ml) corespunzü- 
toare extinofiei probei ; 
| p - greutatea făinii (în g) luată pentru enalină. 
Qanoscînd umiditatea făinii, conținutul da spe se recal- 
. oulează la 100 g substanță uscată. - 
Conţinutul de triptefan se poate ,de asemenea, exprima în pro- 
cente de azot faţă de asotul total al seminjeler cercetate sau în 
procente faţă de proteina beată, i 
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10.2.ANALIZA PROTEINELOR 


Proteinele constituie cei mei importanți componenji sí mats- 
riei vii.Ele joacă un rol esenţial în toate procesele $i fanoue- 
nele vieţii, îndeplinind o diversitate de funcţii. Prima. gi cea mai 
însemnată funcţie a proteinelor este funcţia catalitică sau enzi- 
natici.Protein-enzimele catalizează în celula vie toate reacțiile 
chimice de scindare a unor compuşi si de sinteză a altora. In or- 
ganismul viu proteinele pot avea funcție structurală ,dđetermină 
proprietăţile receptorilor specifici din membrane, intră în compo- 
ziţia sistemelor contractile, îndeplinesc funcţii reglatoare, 
transportoare gi de apărare, 

Din punct de vedere structural proteinele 8e clasifică în 
două grupe mari : proteine simple şi proteine complexe san conjv- 
gate sau heteroproteine.Proteinele aimplo sînt alcătuita numai 
din resturi de aminoacizi. Proteinele complexe conțin pe lîngă 
aminoacizi alte substanțe de natură neproteicí(glucide,lipide, 
acizi nucleici eto) care se numesc grupări prostetice. 

Studiul structurii gi funoţiilor- proteinelor simple gi com- 
plexe reprezintă una din direcţiile principele ale biochiniei 
contemporane: 

Determinarea proteinelor totale şi studiul fractiunilor pro- 
taice în serul sanguin gi țesuturile animale prezintă o sare ya- 
loare pentru stabilirea diagnosticului diferitelor stări patolo- 
gice gi urmărirea influenţei unor factori ecologici asupra meta- . 
boliszului proteic în organiszul animal,  . 

Qnoagterea conţinutului de proteine totale gi a fracțiuni- 
lor proteice principale în seminţele şi organele vegetative ale 
diverselor culturi, este absolut necesară în procesul de aaeliora- 
re a plantelor. 


10.2.1. DETERMINAREA AZOTULUI 


4 10.2.1.1.DETERMINAREA AZOTULUI TOTAL 


. Azotul intră în compoziţia multor substanţe chimice Íntilni- 
te în organismele animale şi vegetale-proteine,peptide,smincacizi, 
acizi nuclaici ete(N-proteic,N-peptidic,N-aminic,N-nucleic ote). 
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Toate formele de. asot existente într-un preparat biologie. 
sînt cuprinse sub denumirea de azot total. 

Pentru determinarea azotului total foarte frecvent se utili- 
sează mi cronetoda Kjeldahl. 


Principivl metodei. Substanjele. organice conţinute în mate- 
rislele. biologice,prin fierbere cu acid sulfurie coacentrat în 
prezenţă de. catalisatori,se descompun, elibertnd elementele lor 
, constitutive sub diferite forme : carbonul ca dioxid de carbon,hi- 
drogenul şi oxigenul ca apă, fosforul . ca acid fosforic sau fosfor. 
mineral,iar azotul este transfocmat cantitativ în amoniac. Amonia» 
cul astfel apărut reacţionează cu acidul sulfuric aflat fn exces 
formînd sulfat. de amoniu : 


"hy. * ES, — 0n,),50, 


Sulfatul de amoniu rezultat,in mediu puternie alcalin se 
scindează cu eliberarea amoniacului , conform ecuației : 


| (NH,)5S0, *  2Na0H — .Na4S0, + "A + 280 


Amoniacul eliberat este distilat prin antrenare cu vapori de 
apă gi captat într-un volum cunoscut de soluţie titrată de acid 
, sulfuric,legíndu-ee sub formi de sulfat de amoniu.Excesul de acid 
sulfurio este titrat cu o soluţie de aceengi normalitate de Naon? 


- E580, r Na0H ——> ER + „e 


După cantitatea de acid sulfurie care a reacționat cu aro- 
niacul se. calculează conţinutul procentual de azot total. 


Reactivi.1.Acid sulfurie concentrat (dal, 84). | 

2.Sulfat de cupru eristalisat Pa 

5.Sulfat de potasiu 0. p. 

4.Solufie de NaOH 33%. Soluţia LE) | fierbe pentru îndepărtarea 
combinafiilor organice azotate,care ar putea să existe în reacti« 
Se păstrează într-o sticlă cu dop de cauciuc. 

Se Soluţie de acid sulfurie N/50.Se prepară. prin diluarea a 
200 ml soluție de acid sulfuric J/10 la 1000 ml eu epi distilată. 
Se stabilegte factorul soluţiei de acid sulfuric N/50 cu ajuto- 
rul soluţiei . titrate de hidroxid de sodiu X/50. 


6.Solugie . de hidroxid de. sodiu N/50.Se obţine dilufnd 200 
ml solujie de NaOH N/10 la 1000 ml eu apă distilată, Factorul 80- 

.iugiei de NaOH N/50 se stabileşte cu ajutorul unei noluţii de 
acid oxalic N/50. Intr-un pahar Berzelius de 250 ml se măsoară cu 
ajutorul. unei biurete 20 ml soluție de acid oxalic, se adaugă 1-2 
picături de soluţie alcoolică de fenolftaleină 1% şi se titrează 
cu soluţie de hidroxid de sodiu N/50, pînă la apariţia unei colo-. 
raţii slab roz persistente.Se calculează factorali ^. acp. ay de 
hidroxid de sodiu. - 

“Te Soluţie de rogu de metil ca Sita fe): 


Modul de lucru. Determinarea azotului total cuprinde trei 
etape succesive : i 
-nineralizarea preparatelor biologice j 
-distilarea amoniacului gi 
-titrarea indirectă a amoniacului, 


Mineralizarea preparatelor biologice. Intr-un Miles Kjeldahl 
(fig.10.4) cu capacitatea de 50-100 ml se introduce o cantitate 
corespunzătoare de material de analizat, care să conţină: 5-10 ng 

. azot.Cantitatea optimă de material biologic necesară 
pentru analiză depinde de conţinutul acestuia în pro- 

. teine gi se stabileşte în experienţe preliminare, 

' Inainte de. introducere în balon,materialul biologie 

i se cîntăregte la balanţa analitică într-o fiolă de 

Par cîntărire. Se trece cu atenţie conţinutul fiolei într- 
n ERN un balon Kjeldahl uscat,apoi se cîntăregte fiola. 

din nou. Diferenţa dintre prima gi cea de a doua cîn- 
türire reprezintă grsutatea probei luată pentru determinare. 

In cazul lichidelor biologice volumul mM de analizat se. 
măsoară cu ajutorul. unei pipete, 

In balonul Kjeldahl se adaugă O, 1-1 ,0g "M amsstec cataliza- 
tor format din sulfat de potasiu gi eulfat de - gupru(5: 1) gi 1-5 
ml acid sulfurie concentrat, „Sulfatul de potasiu are rolul de a 
„ ridica temperatura de fierbere, iar sulfatul de cupru accelerează 
procesul de nineralizare a substanţei organice.Este preferabil să 
se introducă gi 2-3 perle de sticlă, pentru a. evita formarea de. 
bule în timpul: nineralizürii. 

Mai eu "n utilizaţi drept catalizatori apa oxigenată, 


"ture N 


mercurul metalic,seleniu etc. 

In gura balonului se introduce o ptinie mică sau un dop de 
sticlă,pentru a împedica pierderea vaporilor de acid sulfuric. 
Apoi balonul se montează în poziţie oblică fntr-un atativ metalic 
sub nigă gi se încălzeşte cu grijă pe sită da azbest la flacăra 
“unui beo de &*z.In cazul analizelor în serie,încălzirea se poate 
face pe suportul comun, prezentat în fig.l0.5.Dacă laboratorul 
de cercetări ru este prevázut cu 
nigKÉ,atunci se poate utiliza un 
suport comun care să asigure com- 
pleta evacuare a gazelor rezulta- 
te(fig.10.6). A 
In decursul primelor minute de 
încălzire, conţinutul balonului 
devine negru gi spumos. Pentru 
evitarea pierderii probelor se 
recomandă ca încălzirea să fie 
Pig.10.5. Suport pentru baloa- efectuată treptat.După ce conți- 

» nele Kjeldahl,folosit nutul a încetat să spumeze,se in- 

Ei e analizelor tensifică încălzirea gi se conti- 
nuă pînă ce lichidul din balon 
devine incolor sau ugor colorat în albastru,datorită sulfatului 
de cupru.Dacá pe pereții balonului s-au depus particule de sub- 


| | Fig.10.6 
atanţă carbonizatü,atunci se spală cu ajutorul azostecului fier- 


bts „ee cu atenţie balonul „după care lichidul: este supus 

. unei. încălziri suplimentare. Durata mineralizării este de aproxi-. 
;mativ. 8 ore; în funcţie de natura materialului: biologic supus ena- 
lizei, fiind mai mare pentru proteinele Gu. un. „conţinut ridicat de 

" lizin&(12 ore).Dupl terminarea. -mineralizării , balonul Kjeldahl- se 


E „răceşte prin; adăugare de-pugin apă distilată(5 ml),se agati gi 


conţinutul lui se trece într-un. balon cotat de. 100 ml.Pentru a 
antrena întreaga cantitate de mineralizat din balonul Kjeldahl, 
pereţii acestuia se spală de.2-5 ori. çu volume mici.de apă disti- 
lată (5-10 21), care se adaugă,de agenenea,la amestecul din balonul 
cotat.Apoi se. completează conţinutul balonului . cotat la Semn cu 
apă distilată. Această esatia se utilizează pentru distilarea 
. amoniacului, i 

In paralel ,se face o probă martor Pétra controlul Haii- 
vilor.In acest: scop,într-un. alt balon Kjeldahl fn locul prepara- 
tului biologic se ia un volum egal de apá distilată gi se efectu- 
ează aceleaşi operaţii descrise pentru proba cu material i ana- 
/ Mat. 


Distilarea amoniacului, A Pn petto amoniacului. 
se realizează: într-un aparat de distilare Pregl, modificat de. Par- 
nas gi Wagner (fig.10.7).. i 

“Aparatul este constituit dintr-un balon generator: de diei 
1 ,recipientul intermediar, 2,un balon de tip Kjeldahl $, m 
rentul 4 gi recipientul 5. 

In balonul generator de ipt l uo Nagnüiicidta de 1000 ml 
| se introduce apă distilată (pînă 1a 650 ml) prin pilnia Py legată: 
' prin intermediul unui tub de cauciuc la tubul de sticlă T; „care 
ajunge aproape pînă: la fundul balonului. Extremitatea tubului Tc 

poate fi închisă cu ajutorul unei. cleme metalice Cj Se. adaugă 
cîteva picături de. H, SO | concentrat. pentru. neutralizarea amonia- 
cului ce ar putea fi prezent fn apá, Pentru evitarea supraiíncálzi- 
rij balonului gi a fierberii neregulate a apei se adaugă. cîteva 
„bucățele de piatră ponce „Balonul 2 este,de asemenea, prevüzut cu 
tubul í de sticlă. scurt. T, care se leagă prin intermediul unui tub 
`. ae cauciuc cu. recipientul 2e Pe tubul de cauciuc se aclă "ep 
„elena Ge 

Recipientul : intermediar. 2 are în porţiunea lui nhac un 
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„dop cu tub de sticlă pentru legătura cu generatorul de ves iat 
un tub de derivație pentru admiterea aburului în balonul 3, apă- 
tul inferior al recipientului 2 se termină cu an orificiu da 

 evacuare,pe care se îmbracă un tub de cauciuc prevăzut. cu clema 

[^ Recipientul intermediar 2 servegte la apălarea aparatului. 


 Fig.10.7. Schema instalaţiei Parnas-Wagner pentru 
determinarea azotului după micrometoda Kjeldahl 


_ Aparatul Parnas-Yagner trebuie spălat cu vapori de apă timp 
de 15-20 minute înaintea fiecărei determinári,Dacó montarea apa- 
ratului eate realizată recent gi în acest scop s-au utilizat tu- 
buri de cauciuc noi pentru asanblarea părţilor componente ale 
aparatului se recomandă ca spălarea lui să se facă timp de mini- 
mum.6-8 ore,deoarece tuburile noi de cauciuc,ia cald,pun fn li- 
bertate cantităţi apreciabile de azot care pot influenţa negativ 
„rezultatele analizelor. 

- Balonul 3 comunică prir intermediul unui ^ub de sticlă T, cu 
recipientul intermediar 2,iar prin tubul T, cu refrigcrentul ^. 
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“Prin pflnia cu robinet P,,cu care este prevázut tubul T ail aces- 
tui balon,se introduc reactivii gi mineralizatul, l i 
Recipientul 5,care conține o cantitate cunoacută de soluție 
titrată de mi pl sulfuric, „serveşte la captarea amoniacului disti- 
„date — 
"pentru distilarea amoniacului rezultat în urma nineralizării 


2 substantei organice se procedează în felul următor : 


Se încălzeşte balonul generator de vapori,deschizínd clema 
C5 a tubului de legătură Tj gi orificiul de evacuare e, al reci- 
- pientului intermediar: 2.Se introduc 10 ml de mineralizat din ba- 
lonul cotat în balonul 3 al aparatului de distilat prin pflnia 
P5.Se spală pereţii pilniei de 2-5 ori cu volume mici de apă dis- 
tilată(2-5 ml) gi apoi se închide robinetul acesteia. 

In recipientul 5 se măsoară ¿folosind o biuretÁ,10 ml soluţie 
de acid sulfuric N/50 la care se adaugă 3-4 er td de soluţie 
de roşu de metil gi 10 ml de apă distilatá.Se agază recipientul 
5 sub refrigerentul 4,tubul terminal al acestuia introducindu-se 
în soluţia titrată de acid sulfuric piesi a se evita pierderea 
amoniacului, 

Se închide, cu ajutorul clemei 6, orificiul de evacuare al 
recipientului intermediar 2 gi se permite,în acelagi timp,tre- 
cerea vaporilor prin tubul T3 $n balonul de | 

In pîlnia P, se. introduce soluţie de NaOH 33%(la l ml de 
HSO} concentrat 5 nl soluţie de NaOH 35%),apoi se deschide robi- 
netul- ptlniei gi acesta se reînchide înainte ca întreaga cantita- 
te de soluţie de hidroxid să se fi scurs în balonul 3.Schinba- 
rea culorii verde-deschis a nineralizatului în albastru, datorită 
formării hidroxidului de cupru,indică că reacjia lichidului din 
balonul 5 este. alcalină, Vaporii de apă trecînd prin mineralizatul 
alcalinizat antrenează amoniacul care se degajă zi este captat 
în soluția titrată de acid sulfuric. 

Distilarea durează 10-15 minute.In decursul ultimelor. 5 ni- 
nute partea inferioară a refrigerentului nu trebuie să se afle 
în contact cu soluţia de acid sulfuric, coborfndu-se în acest 
_scop recipientul 5.După terminarea distilării, capătul inferior al 
refrigerentului,care a fost în contact cu soluţia de acid sulfu- 
ric,se spală cu volume mici de apă distilată,care se adaugă în 
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recipientul 5. 
Se procedează similar şi cu proba martor,dupá ce,fn prea- 
labil se spelă aparatul de distilare, 

„Pentru spălarea aparatului,imediat după terminarea distilk- 
rii se îndepărtează flacăra,se închide clema C, a tubului de le- 
gătură dintre balonul generator de vapori 1 gi recipientul 2.Da- 
torită răcirii rapide a recipientului internediar 2,lichidul din 
balonul 3 sifonează în recipientul 2.Inainte de a evacua lichi- 
dul din recipientul.2 prin deschiderea clemoi G,,în balonul 5 se 
introduce apă distilată pentru spălare.Dacă apele de spălare nu 
sifonează odată cu deversarea la Canal a lichidului din recipi- 
entul 2,atunci se închide clema € gi se permite trecerea yapo- 
rilor de apă.După încălzire,apele de spălare se aduc în recipi- 
entul 2 pe calea descrisă pentru mineralizat.Spălarea se repetă 
de 2-5 ori. 


Titrarea indirectă a amoniacului. Se titrează excesul de 
acid sulfuric N/50 rămas după captarea amoniacului în recipien- 
tul 5 cu soluţie de hidroxid de sodiu N/50 pînă la virarea colo- 
bo sa de la rogu la galben. 


culul rezultatelor.Un ml eolutie de hidroxid de sodiu 
exact -— corespunde la 0,28 mg de azot.Conţinutul procentual de 


azot(N$) în preparatul biochinie cercetat se calculează după 


formula : "T 
Ng% WEE na Mon A 
unde : Y - mi soluţie de hidroxid de sodiu N/50 consunaţi pentru 
| à titrarea acidului sulfuric în proba de control(proba 
martor) ; 
v- ro oe de hidroxid de sodiu N/50 mergi la titra- 
rea excesului de acid sulfuric din proba de analizat; 
F - factorul soluţiei de NaOH stabilit cu ajutorul acidu- 
lui oxalic ; 
p - greutataa(sau volumul) probei de preparat biologic 
luat pentru determinare ; 
n - ml mineralizat luaţi pentru distilare. 
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.laportanta practică. Intre inte chimici m —— 

ta țesuturile. vii predomink, din punet- de vedere: cantitativ,pro- è 
 teinele.De aceea, prin. determinarea éonginutului. de azot total 
„se pot trage conolusii aaupra cantităţii de proteine ta: țesutul 
“animal Pu vegetal cercetat. Se: cunoaşte că. proteinele “conţin o 

oantitats determinată de: azot „care 'vepresintă în. medie 16%. Deei 
fiecare. gram de azot determinat corespunde. 1a 6; „25 grame de pro= 
teine.Această valoare cunoscută. sub denumirea de: coeficient pro- 
tele sau factor: de conversie variază după natura proteinelor, 
' respectiv după originea preparatului biologie analizat : nutre- 
E ġuri gi leguninoase-6, 25 ;seminje de  cerea1e-5,71;seninjo de | 
„oleaginoase-5,30; jlapte-6, 38 ete. Inmulţină conţinutul procentual” 
-de azot găsit cu valoarea coeficientului proteic se află cantita- 
tea pi n oa a aga-nunitei proteine brute. i ; 


10.2 .1.2.DETERNINAREA AZOTULUI PROTEIC - 


Aga cUm s-a arătat, produsele” animale: gi vegetale conţin. ali- 
< turi de substanţele proteice propriu-zise, gi: alte combinaţii 
. azotate neproteice.Uneori este suficient. să se. determina numai 
cantitatea azotului“ total,care intr în compoziţia tuturor com- 
 binagiilor azotate - proteice gi neproteice,Insă în majoritatea- 
cercetărilor biochimice este necesar să cunoagtem conţinutul real 
al substanţelor proteice,determinind. separat numai azotul cores- 
punzător proteinelor(azotul proteic). 


Principiul metodei. .Pentru ¿ determinarea. azotului proteic, 
proteinele se separă de alte. combinaţii prin precipitare,apoi 
pa precipitatul proteio se. mineralizsazü eu. H5S0, în prezenţă de. ca- 
. telisatori gi se se. determină dpt aiii. azotului după nicroaetoda 
Kjeldahl, 


Reactiyi.l. Beactivii 1-7 utizisaţi la determinarea A fobisi 
` total. ne Cali ya - 
2,Soluţie de acid SE PO REP 50%. l 
3.S0oluție de acid trieloracetic 29. | 
Modul de lucru.0 cantitate de material biologie fürfmijat 
fin,care să conţină 3-5 mg azot proteie,ss introduce într-un. 


pahar de 100 ml,Se adaugă 25 ml de apă distilată gi se încălzeşte 
pînă la fierbere,agitind conţinutul paharului eu o bagheti de 
sticlă. In cazul materialelor vegetale bogate în- amidon (seninţe de 
cereale, leguminosse, cartofi), conţinutul paharului se încălzeşte 
pe baia de apă,tinp de 30 minute,la temperatura de 59-55 20, în- 
tzucit la o temperatură mai ridicată amidonul ss transformă în 
clei şi îngreuiasă filtrarea ulterioară, După încălzire se preci- 
pită proteinele eu soluţie de acid trieloracetic. Pentru aceasta 
sa adaugă în pahar,prin agitare,5 ml soluție ce acid triclorace- 
tic 50$.Se lasă în repaus timp de 50-40 sinute $i conţinutul pa- 
harului se filtrează pe hîrtie de filtru cantitativă. Paharul gi 
precipitatul de pe filtru se spală de cîteva ori cu soluţie de 
acid tricloracetic 2%, 

La terainarea filtrürii, filtrul împreună cu pflnia ee usucă 
timp de 1-2 ore în termostat la 50-60? C. Cînd hífrtia de filtru 
începe să se desprindă ugor de pe pflnie,filtrul fmpreunk cu pre- 
cipitatul se introduce într-un. balon Kjeldehl,iín care se măsoară 
apoi 5-7 al de H4S0, concentrat,se adaugă 1 g.de amestec catali- 
zator format din K5S0, gi. 0380, (5: 1) şi ee mineralizeazü,KMinera- 
lizarea,distilarea amoniacului şi calculul rezultatelor se efec- 
„tuvază în modul descris la determinarea azotului total. 

Pazultateie determinării azotului proteic se exprimá,de obi- 
cei, în procente la substanţa uscată, 


o fl c cum a 


. «. CAOCÁLTEU(METODA LOWRY) 

Principiul metodei. Metoda se bazează pa reacţia proteinelor 
cu ionii de cupru în mediu alcalin,rezultînd proteinatul de eup- 
ru care reduce rsactivul Folin-Cíocalteu cu fornarea unui produs 
de enloara albastră. Metoda Lowry se folosegte pe scară largă 
pentru determinarea proteinelor în soluţii cu concentraţii cu- 
prinsé între 10 gi 100 micrograus. 


Reactivi.l. Solujie de Na, CO, 2% în soluţie de NaOH O,} X. 


2. Soluţie de Ca 50, , SEC 1$. 
2.Solulie de tartrat de sodiu san potasiu 2%, 


a dw. 


4. Solngie de isiru, In momentul, întrebuinţări 89 Lak 

à $0 ml reactiv: 1 se 0,5 ml reactiv. 2 .81 0,9 ml reactiv. 5. 

| S5.Reactiv Folin-Gioc&ltéu conpentbat (pag, 104) Reactivul con= 
„centrat este. stabil un timp îndelungate prior 
j 6.Reactiv Polin-Ciocálteu diluat, Inainte de întrebuințare. 
se amestecă 1 al. reactiv- concentrat cu 2 ml apă distilată, 

| T.Solugie stalon de albumin -— umani sau bovini 
s yeu ml. 

Modul de lucra: La. 1 m anxie proteick conținînd 10-100 
nierograze de. proteine se- adaugă 5 ml soluţie. de. luezu (reactiv. 4), 
Se: agită gi se so. lasă să stea 10 minute. la temperatura canerei.Apoi. 
amestecul ee tratează cu: 0,5 ml reactiv. Folin-Giocülteu diluat 
i (reactiv. 6), se. agită bine gi se. lasă în repaus 1a temperatura ca- 

merei. După 30 minute se citeşte extincţia probei la 500 nu(fil- 
tru verde) fat dé proba: de control efeetuatü cu 1 ml apă disti- - 
lată. Cantitatea de proteină în ne de cercetat se afl pe. corba 
de etalonare, 

Pentru. caietul rea: curbei etalon se foloseşte o soluţie de 
- albunină serică. umani sau bovină, obţinută prin dizolvarea a lOng 
albumin în 100 ml apă distilată. Dia. această soluţie de albumini 
se fac dilugii conform tabelului 10.2, j: 


Tabelul 10.2. 
‘Construirea curbei. etalon pentru. dozarea proteinelor. 


prin netoda lowry 


 (Omneentrajia de — Selujie de - . Api disti- * 
proteină în pro- >` albumin _lată(al) Observa- 
bă (aicrograme) 2... (m1) Ay | ţie . 
| 9 ATE: OOA EM MU 
10 04 M A Probi 
^20 ^de e "042... | 0,8. . Probi 
NES S „2 ad + NRA | 0,6 (5 Probi 
wu Ei. xHELAMGU wu — 2 
As su oe ME REA > Diae T 0,2. ^". Prob 


Web apo otet metal ni ia 487 cler d oi cre 
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In probele etalon se determini emenitrajie de proteină 
" după metodica descrisă. Oa. datele obţinute se trasează quA eta- 
lon. 

Calculul rezultatelor,.Raportind extinojia probei de cerce- 
tat la curba etalon se află microgranele de proteină corespunză= 
toare acestei valori.Apoi se calculează cantitatea de proteină 
(mg sau g) într-un ml soluţie sau lichid biologie de cercetat.La 
“calcul se va ţine cont de eventuala dilufie a lichidului biolo- 
gic sau a soluţiei analizate.In cazul extractelor tisulare se 
vor exprima rezultatele în mg dv proteină solubilă la 1 g.ţesut, 


Observaţii. 1;In cazul lichidelor biologice gi extractelor 
enzimatice cu un conţinut ridicat de proteine so va face — 
corespunzătoare cu apă distilată, 

2. Pentru cantităţile mici de proteine în nili se recomandă 
să se colorimetrezs probele la 750 nm(filtru rogu). 


_10,2+3+DOZAREA PROTEINELOR TOTALE IN SERUL SANGUIN 
Cind o. rază de lumină trece dintr-un mediu cu densitatea 
„optică mai. mică fn altul cu densitatea optică mai nare,ea suferă 
o deyiere numită refracție. Raportul dintre sinusul unghiului de 
incidență (i) al rasei gi sinusul unghiului ei(r) de refracție 
se numegte indice de refracjie.Obignuit,s2 alege ca mediu de re- 
ferinţă aerul, iar indicele de refracție al diferitelor substaife 

RN în raport co aerul se notează cu n : | 


Valoarea indicelui de PESAN depinde 

de cantitatea gi natura substanţei ceroe- | 
| tate,dekenperatura. mediului extern, de lun- 

ginea de undă a luminii folosite ete, 


| d | 7 " de i 
Pig.lo,8.Precerée . EFIRSIRMĂ intedai, Indicele de refPatjis a 
unei raze de lumi- serului este proporțional cu cantitatea de 


| nă dintr-un mediu ` 
în altul proteine pe care 13 conjine.Cuncsctnd 
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valoarea TE ao refracție. se poate calcula cantitatea de. 

, proteine din serul sanguin dat, . 
4 Determinarea indicelui de refracție se efectuează cu ajuto- 

rul aparatelor numite refractometre, 

„Dintre numeroasele refractometre se va desorie unul din cele 
mai răspindite gi anume aparatul de tip Abbé. à 
Refractometrul Abbé (fig. 10.9) este format din două prisme - 
identice din sticlă specială : t prisma de. iluminare(2) gi prisma 
de müsurare(5).Fiecare prismă este prinsă într-un nangon metalic 
nichelat prin care circulă apă: destinată menţinerii aparatului 

| ' ^' iJa temperatura necesară deterni- 

,nürii.Cele două prisme sînt dis- Ad 
puse una în faţa celeilalte gi se 
pot depărta sau apropia.Atunci 
„cînd sînt cel mai apropiate,fatre 

'prieme rămîne un mic spaţiu,în 
care se introduce substanţa de 
lanalizat.Prismele se menţin în 

A această poziţie în timpul deter- | 

minÉrilor cu ajutorul şurubului 

(13) Prisma inferioará(2) este k 

mobilă, are suprafaţa, care vine în 

contact. cu substanţa de cercetat, 
tă gi serveşte pentru a primi 

“Dumina de reflecţie de la. oglinda 

.((1).Prisma (3) este fixá gi are 
aţa,care vine în contact cu sub- 

stanja de cercetat,lustruit.Blo- 

E icul cuprinzînd cele două prisme 
Fig.10.9.Refractometrul Abbé este cuplat cu alidada (5) care 

se nigcá în faţa sectorului fix 
{7). La D p (7) este prinsă luneta(4) gi. scara gradată (8) 

. ea indicii de refractie(cupringi între valorile 1,50-1,70).In . 
címpul lunetei. exiată » fira reticulare perpendiculare unul 
pe altul(fig.10. 10). 

 Refractometrul Abb6. funcţionează după următorul principiu a 
raza de lominá de la oglinda (1) trece prin prisma de iluzinare 


2*2. 


(2),s5trübate stratul lichidului de eercetat gi prisma de măsura- 
re(3),apoi intră în luneta (4).In ocularul lunetei se vede un 
cîmp luminat (£ig.10.11;a). Complexul prismelor poate fi rotit cu 
ajutorul. butonului (6) gi al alidadei (5) în aga fel.inoft într-o 
anumită poziţie are loc reflexia interioară totală a razei de lu- 
niná na supraicja lichidului de cervetat gi în ocularul lunetei 

` apare un cîmp, pe jumătate luminat, pe jumă- 

. tate intunecat(fig.10.11.b).Unghiul de roti- - 
re al prismelor depinde de indicele de re- 
fracţie al lichidului de cercetat.Cind limi- 
ta de separație dintre cînpul luminat gi cel 
întunecat se suprapune pe intersecţia fire- 
lor reticulare,se citegte indicele de r3- 


Fig,10,10,Pirele i, fracjie pe scara (8),*n formă de arc. Pentru 
de demarcare în citirea valorii indicelui de refracție cu 
cîmpul: lunetei “precizie pînă la a patra zecimală se folo- 


eegte lupa (9).In timpul determinării indicelui de refracție 

prin nangoanele metalice ale prismelor circulá apa de ternostata- 
re a cărei temperatură se controlează cu termometrul (10) fixat 
în gtu$ul (11). 


L- 


VE 


O particularitate a refractome- 
9 trului Abb6 constă în utilizarea 
t luminii albe la măsurători. In 
i acest caz, datorită dispersiei, fa 
ocularul lunetei (4),în locul unei 
limite de separnţie nete între 
cîmpul luminat gi cel întunecat 
se obţine o bandă spectrală iri- 
zată neclară. Pentru înlăturarea 
acestui efect se falosegte coapen- 
satorul de dispersie fixat în par- 
tea inferioară a tubului lunete-. 
Compeneatorul de dispersie constă 
. ; din două prisme Amici,care se ro- 
.Fig.lO.ll.Sebema refrac- tesc în direcţii opuse cu ajuto- 
tometrului Abbe . - rul butonului (12).Prin rotirea . 
d acestor prieme se ajunge la 
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limita. de separație netă a org 


Modul de lucru. Se termostatează aparatul, trecînd prin man- 
gonul metalic un curent de apă, care se potrivegte în aĝa fel în- 
cît temperatura dorită să se menţină tot timpul deterninări lor. 

-După ce “emperatura necesară a fost. atinsă, ae roteşte sectorul 
refractometrului împreună cu alidada(5) către oglinda cu suport, 
“ pină ce planul: de € al prismelor ajunge aproape orizon- 
tal. c 
Inainte de — determinürilor indicelui de aite: 2» 
al lichidului biologic analizat,se execută etalonarea aparatului. 
Pentru. aceasta se deschid prismele prin învirtirea cîrligului (13). 
se lasă să cadi dintr-o pipetă 1-2 picături de apă, distilată pe 
„suprafaţa prismei de iluninare,apoi se închide cu atenţie. blo- 
. cul prismelor.Reperul ‘scării (8) se potrivegte la valoarea 1,333.. 
„Cu ajutorul butonului (12) al -compensatorului de dispersie se 
elimină colorafia limitei de separație dintre cele două. jumătăţi | 
ale cfupülui optic din luneta (4).Dacă se constată că intersecţia 
firelor reticulare este deplasată, faţă de limita de separație, 
atunci ea se potrivegte pe această limită cu ajutorul cheii ata- 
gate la aparat.In acest scop se introduce cheia în orificiul de 
pe corpul lunetei gi ae. roteşte încet pînă la supra punerea inter- 
secţiei firelor reticulare cu limita de separafie.Etalonarea re- 
fractometrulni se face la 20? C. După terminarea etalonürii ee des- 
chide blocul prismelor, feţele lor se usucă: cu hîrtie de filtru 
şi se şterg cu vată îmbibată cu alcool. Blocul ee lasă deschis un 
anumit timp pentru uscare. ^ ; . 

. După aceasta se pun 'între prisme 2-25 picături de ser sangu- 
"dn gi se închid repede.Temperetura apei de termostatare se reg- 
lează la 3795.Prin rotirea oglinzii (1) se luminează clar prisne- 
le,astfel încît cîmpul vizual în lunetă să fie cft mai luminos. 
Dacă este necesar,se mişcă butonul alidadei pînă se aduce limita 
de separație dintre cîmpul luminat gi cel întunecat în ocularul 
lunetei.Dacă limita de separație este colorată,se roteşte butonul 
compensatorului “pînă se obţine o limită de separație clară, 1 
ajutorul butonului (6) al alidadei (5) se aduce limita de sepa- 
raţie pe intersecţia firelor. reticulare.Se. micas pe scara (8). 


cu ajutorul lupei (9): iai de refracția al -—— respectiv. N, 
Se: ia media a 2-5 citiri, | 
După fiecare determinare se deschid prisnels, se usucă wo 
hîrtie de filtru gi se curăță suprafața cu vată îmbibată cu al- 
cool. Apoi se spală cu alcool sau eter. introducindu-se citeva pi- 
cături de solvent între prisme. După spălare prismele se gterg dia 
nou şi se lasă deschise un anumit timp pentru uscare, . 


Calculul. rezultatelor, Pentru: calcularea conţinutului de pro- 
teine exprimat. în grame, în. 100 ml ser sanguin see folosegte tabe- 
.101:10.5. 

Tabelul 10.2 
Conginutul $n proteine corespunzător indicelui 
de rete ih la 3195 la refractometrul Abbé 


Indice pea Cantitatea de Indice de: Contitatea de. 


refracție . ^. proteine, refracție proteine, % 
' 1,34388 2460 -^ 3,4798 . ^ 6,98 
„1434426. 4,81 134836 1,20.. 
1,34463. 5,05 > 1,34873 ` 1,42 
1,9900  . ^ 9,23 1,54910. |. 1,69 
1,954551. 5,41 1,34947 7,85 

(1,945175 5,68 154984 . 8,06 
1,34612 5,90 - 1,55021 8,29 
1,34650 ^ 6,12 1,55058. 8,49 

. 1,34687 6,34 . 1, 35095 8,71 
1,24724. 6355. -. -1,35132 8,92 
1,34761 6,77 - | ae ea | (9,4 


: OPE? An proteinelor serice se poate "PTT ai « cu V adem 
` rul formulei propusă de F.W.Sunderman(1966) : 


. P= 535,600. - RI o) -1,89 » 


unde : P- enda do proteinelor(g/100 a deti 
l M - indicele. de refracție al cerului n 


eim 


Big o : - indicele de refracjie al apei.. - 


(i gi Alg ee ge deteraină 1a noseagi temperaturi). 
Valori fiaiologien.Yalorile sira: ale cinei i NI pro= 

teineloc. în serul sanguin al adulţilor. „variază între limitele 
6, 5-8, 5 s,1a copii pînă la 6: ani arii 5, 6-8, 5% gi 1a nou-născuți: 
5; 5-8, . ls 

27e yariafii patologice. Valori crescute ale feoteineniai. se ob- 
servă în. deshidratiüri acute. produse. de vărsături „diaree, diabet, 
mielom multiplu, anemie, perni cioasă, infecţii. acute. gi cronice. 
Scăderea proteineaiei(hipoproteinemia) se înttlneşte în : 
afecțiunile hepatice, stările de- goc npe de arsuri „hemoragii, 
in afecțiunile. renale. 
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 102,4-ATALIZA FROTBIRELOR GI ANTON, RLEGDAONOREIÍ 


PE HIRTIE 


Y | Xlectroforeza pe hirtie se "oem A pentru studiul calita- 
tiv gi cantitativ al ameetecurilor de proteine,al preteinelor din 
sorul sanguina, urină, lichidul cefalorahidian gi lichidele tisulare. 


SEPARAREA SI DETERMINAREA CANTITATIVA A PROTEINELOR 


DIN SERUL SANGUIN PRIN METODA ELECTROPONEZBI PE HIRIIE 


Principiul retodei. Componentele amestecului de proteine seri- 
ce,adsorbite pe hirtia de electroforezü imbibatN cu soluţie tampon 
avînd pH 8,6 „migrează sub influenţa unui cîmp electric constant 
în direcţia anodului gi ce separă în fracțiuni care se agalonează 
de-a lungul hírtiei,in dependenţă de mărimea moleculelor gi valoa- 
rea sarcinii electrice a fiecărei fracjiuni. 

, Pentru punerca în evidenţă a fracţiuniler proteice separate, 
hirtia uscată se introduce într-o baie de colorant „După ce se spa- 
„1% excesul de colorant,pe hîrtie apar diferitele fracțiuni prote- 
ice separate sub formă de spoturi colorate. Se tcl atiak o 


F electroforegremi " 


Cantitatea de colorant legat de o fracjiune proteică cores- 
punde aproxiBativ conținutului din fracțiunea respoctivă. Pentru 
determinarea cantitativă a conţinutului relativ de proteină în fi- 
ecare fracțiune izolată există două procedee :fotometrarea direc- 
tă a eleotroforegremei gi eluarea aai cu fiecare fraci tiune, 
urmată de colorimetrarea probei. T 

In cazul primului procedeu se folosesc aparate speciale rue 
mite dengitonotre. Prin trecerea constantă a electroforegramei 
prin faţa fantei luminoase a densitozetrului,se trasează o curbă 
a extineţiilor corespunzătoare spoturilor colorate dispuse unul 
după altul, 

In lipsa deneitometrului, APE spot colorat se qoM 
de pe electroforegrazii gi se eluează colorantul fixat pe acest 
fragment cu o-solujie alcalină, Intensitatea mnis eluatului se 
determină colorimetric. 

Serul sanguin conţine un amestec complex de proteine. aju- 
torul electroforezei ps hîrtie proteinele serului sanguin se 


we ZR. 


i — în 5 fracțiuni : albumine gi giobulinelo e; S T. 


Seactivi.l. Solufie tampon "m véronal-medinal eu pH. 8,6.30 
dizolvă 10,53 g medinal(barbital de sodiu) în 200 ml apă. distila- 
tă într-un pahar Berzelius de '500 ml. După dizolvarea. modinalului 
în paha” se: introduc 1,84 g  veronal(barbital gau. acid dietilbar- . 
 bituric) gi,agitind,ee. încălzeşte pe baie pînă 1a dizolvarea *ei - 
. completă. Soluția se răceşte la temperatura: camerei gi se transva- 
 seazü cantitativ: într-un balon ootat da. 1000. ml.Paharul se. spală 
de mai multe ori cu apă distilată care se toarnă £n. balonul co- 
tat,Se completează la semn ca apă distilată şi se ' verifick pH-ul i 
soluţiei. | 
In lipsa stiau: 'se poate înlocui această — tampon | 

ou soluţia tampon) D- indicată la pag.57.: 

.2.Solugie de albastru de bromfenol. Se &izolv 10 g sulfat de 
. zinc cristalizat 1n 190 ml apă distilată, se adaugă 10 al acid 
acetic glacial gi 0,020 g slbastru de bromfenol.Se agită gi se 
| lasă 1a temperatura. camerei“ timp de 24 ore pu aser postal com- 
pletă a co'orantului, 

E a Solugie de acid acetic 2% 

ET M de acetat de. eodiu cristalizat. 2% în acid acetic | 
10$. 


5. „soluţie de hidroxid: de sodiu 0, OX Ne. 


Modul Óe lucru. Apsratul pentru electroforeza pe hîrtie. In 
prezent e există mai malte tivuri. de aparate pentru electroforeza 
pe hîrtie. Indiferent de particularităţile lor eonstruotive,princi- 
` piul de funcţionare este acelaşi, iar modul de lucru se ascamănă 
de la un aparat la altul. 

Mai departe se descrie, în general, aparatul românesc standară 
de electroforezii pe hírtie.Acest aparat este compus din redreso- 
rul de curent gi camera đe electroforeză. 

Redresorul se alimentează de la reţeaua de curent alternativ 
(220V) gi poate să debiteze un curent continuu, cu'o tensiune va- 
riabilă între O a 500 Y 3 cu intensitatea curentului DM. la 
50 mA. 

Camera a A till este construită din material plastic 
rezistont la acizi.Schema camerei de electroforezá este prezentată 
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: în fíg.10.12. Camera de electroforezi este. alcătuită tă ainerceal bae. 
care are lateral 2 recipiente. pentru soluţia tampon reunite prin-. i 
tr-o punte centrală . Fiecare recipient este împărţit Printr-un pe- 
n despărțitor cu orificii de. comunicație în două compartimen- - 
e. Compartimentele dinspre interior sint divizate în trei seotona- 
re aici prin intermediul a doi pereţi transversali, da asemenea, - 
cu orificii de comunicație, care realizează un sisten de pragori 
destinat să. reduci difusia. produselor rezultate fn timpul eleo- 
troforeżci. In: cele două sectoare aici, situate: în tiaquaaih, se 
află montat cîte un electrod metalic. 
„Puntea centrală are pe una din laturi un gang puţin. adfncit 
| care serveşte la egalizarea nivelului soluţiei tampon. din cele. 
două recipiente. 

Camera se acoperă cu un capac avind fata din material tran- 
eparent gi prevăzut cu o fantă longitudinală, de 5 mm. lÉjime,age- 
zată la distanţă potrivită pentru a permite aplicarea probelor de 
cercetat. pe. benzile de hîrtie, „Acestea se fixează. în. aparat pe o` 
rană „capetele. benzilor ‘fiind introduse în compartimentele dinspre 
exterior. 


Fig.10. 12. Schema. eanerei de electroforezi 
l-Recipiente pentru colu 
i ?2-Electrozi metalici pm nens 
pai ` benzile de hîrtie ;4-Hirtie de e electro- 
t . 597 Capacul camerei. — i 


Electroforeza.In fiecare recipient al. camerei de electrofo- 

 rezá se introduc 220 ml: soluţie tampon şi se realizează egaliza- 
rea nivelului in cele patru compartinente,prin înclinarea uşoară 
a bacului în direcţia ganjului. transversal de 1a unul din capete- 
le punţii. sau. cù ajutorul unui sifon de sticlă. Camera de. electro- 
forezá trebuie să fie 'agozată în poziţie perfect orizontală, . _ 

, Din hîrtie cromatograficá Whatman nr.1 sau Schleicher-Schüll 
. nr.2045b se taie benzi cu latura de 4 cm gi lungimea de 32 ca.Pe 
. fiecare bandă de Lírtie sẹ. marchează au ajutorul unui creion ne- 
gru două repere care vor indica lăţimea ramei şi linia de start 
- (2 ca)-locul unde se va aplica proba de. ser.Linia de start se va 
trasa 1a distanţa de 9,7 ca de la capătul benzii de hîrtie ce ae 
va introduce în recipientul corespunzător catodului. 

Apucînd benzile de hîrtie de cele două capete, se edi în 
soluţie tampon care se află într-o. cuvă metalică emailati sau 
într-o cutie Petri.Excesul de soluţie de pe benzi se îndepărtează 
„ vinîndu-se cîteva secunde vertical, T 

Benzile de hírtie se. întină perpendicular gi uniform pe. păr- 
tile laterale ale ramei, lăsînă. între ele un un spaţiu de 2-3 mm. Rama 
cu. benzile de hîrtie se plasează în bac, în aga fel încât ambele 
extremităţi ale benzilor să fie cufundate în soluţia din compar- ` 
timentele exterioare corespunsütoare. „Apoi. se aplică: pe locurile. 
dinainte marcate probele de ser. Cantitatea proteinelor. în. serul 
sanguin cercetat Be determină în prealabil prin metoda refracto- 
metrică. Concentrajia proteinei’ în ser nu trebuie să fie sub 25. 

, In funcţie de: concentraţia proteinei pe linia de start se se depune 

. 0 cantitate de la 0,01 1a 0,02 ml ser.Aplicarea serului;de regulă, 
se efectuează cu. ajutorul unei micropipete. Camera de electrofore- 
ză se acoperă ca. capacul. gi ge: închide fanta longitudinală a 
acestuia cu obturatornl de cauciuc. Se conectează bornele electro- . 
. zilor la redresorul de. ‘curent. Se deschide circuitul electric,asi- 
gurínd un curent de 0, 1-0,5 nA pentru fiecare un ca lățime a ben- - 
zii de hírtie.Intensitrtea gi forţa curentului sînt variabile în 
funcţie de natura şi pH-ul soluției tampon,de lungimea gi- lățimea 
hîrtiei cronatografice ntílizate,de. caiitatea acesteia,de grosi- 
mea ei gi de temperatura la care se realizează separarea proteine- ` 
lor.Dacá în camera de electroforezí sə agază mai multe benzi- 
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czomategratice, intensitatea curentului este în Poll. si de nună- 
rul acestora.Este contra indicată folosirea unui curent prea. pu- 
ternic, deoarece în acest oaz are loco creştere a temperaturii 
nîrtiei şi o evaporare mai intensă a soluţiei. tampon. Fleetrofe- 
reza. se continuă 12-18 ore. 

Aparatul ue menţine pe toată dwata experienţei într-o ca- 
P cu temperatura constantă (18-2590), 

După terainarea electroforezei,se întrerupe curentul , se | 
scot benzile cromatografice din camerü(folosindu-se o. pene cu- 
rată) gi se usucă la aer,apoi într-un termostat la 90-100?0 timp 
de 15-20 minute pentru fixarea proteinelor po hîrtie. 


Colorarea electroforegramelo r.Benzile de hirtie uscate se 
introduc timp de 30 minute într-o cuvă cu soluţie de albastru 
de bromfenol, care trebuie să le acopere în mod egal.Colorantul 
se îndepărtează iar benzile. se spală de 3 ori, cîte: 5-10 minute, 
în băi cu soluţie Je acid acetic 2$.Final aan se introduc, 
timp de două minute, într-o soluție de acetat de sodiu 2% în acid 
acetc 10%. Benzile se. usucă în aer sau în termostat la 80°C. 

. După developare, pe benzile de hîrtie eromatografi că apar 
. cel puţin 4 spoturi colorate,care corespund albuminelor,a1fa-, 

. beta- gi gama-globulinslor.Ia. pH 8,6 ,aceste proteine migrează 

~ “în direcția anodului, deoarece în condiţiile experimuntale de mai 
 8u8,01e posedă sarcini eleotronegative.Viteza de migrare este 
diferită $i în ordinea distanţei fal de anod sint repertizate 
astfel : albumine e Pagen ete gi gana-globuline. (fig. 
10.15). 

Determinarea cantitativă a fractiunilor proteice.Pentru de= 
terminrrea cantităţii de proteină în fiecare fracțiune izolată 
electroforetic se utilizează metoda elujiei.Spoturile colorate, 
corespunzătoare diferitelor fracțiuni proteice, se decupează de 
pe electrororegramă tăind pe. locul cel mai puţin. colorat dintre 
ele. Fiecare figie continfnd spotul colorat est. tăiată în bucăţi 

| Subtiri(2 mm),care se introduc într-o eprubetă. In fiecare epru- 
betí ae măsoară cu pipeta 3-5 ml soluţie de- NaOü 0,01 N,în 
“funcţie de suprafața gi intensitatea spoturilor cclorate.In ca- | 
zul fracțiunii albuminice se poate folosi o cantitate dublă de 
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eluant (comparativ cu celelalte fracțiuni) „motiv pentru care ex- 
tincţia eprubetei conţinină această fracțiune se va iumulyji cu 2. 
Drept control servegte un fragment: de electroforegramă pe- ‘Care, „în 
‘urza. colorării,nu s-a pus în evidenţă proteina, Conţinutul eprube- . 
telor. se agită cu atenjie gi se lasă la intuneric 50. minute, 

Extincţia. soluţiilor colorate, astfel obţinute, se măsoară la - 
un fotoelectrocolorimetru, utilizînd lungimea de undă de Si nm 
(filtru verde). gi controlul kx. compensare, 


Fig.10. 15. Electroforegrama proteinelor serice : 
: 1-elbunine;2-alfa-globuline; 3-beta- 
globuline;4-gpma-globuline;5-linia de start. 


Calculul 1 rezultatelor. Aflînd valorile extincţiilor corespun- 
` zătoare fracţiunilor. proteice, se sumeaz aceste valori gi luînă . 

. suma lor ca 100$,5e poate calcula conţinutul procentual relativ 
de proteinü in fiecare fracjiune(X). după formula : 


Ep « 100 
Suma extincfiilor 


Trebuie reţinut că mult mai coreetă - se PAESE exprimarea 
rezultatelor în procente absolute(g 3) şi nu. relative. Procentele 
, absolute se obţin dacă suma extincţiilor tuturor fracţiunilor se 
raportează la concentraţia proteinelor totale ale serului sanguine 
Atunci,efectufnd un colcul analog cu. cel de mai sus se poate afla 
concentraţia reală a albuuinelor şi fractiunilor globulinice. 


Importanta practică. Cercetarea raportului între fracyiunile 
proteice ale serului sanguin la. om prezintă un mare. interes cli- 
níoc,fn special: pentru scopuri diagnostice.Determinarea fracțiuni- 
lor proteinelor serice la diferite animale are pe lîngă importanţă 
diagnostică gi una corelată cu dezvoltarea filogenetică gi pozi- 
ţia sistenatică a organismelor animale respective. 
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SeXderea albuminelor gi cregterea fracțiunii 7 -globulinelor 
ge înttinesc în ciroze hepatice (albuninele, œ- gi A-globulinele 
sanguine se sintetizează în ficat.In bolile rinichilor(nefrite, | 
nefrozá lipoidicá),de asemenea, în intoxicaţiile cronice etc.,se 
observă scăderea albuminelor gi cregterea a = gi f -sloouline- 
lor. Diminuarea pronunţată a albuminelor gi sporirea tuturor frac- 
ţiunilor globulinice sînt caracteristice formării de tumori ma- 
ligne. ` | A ac A I i] 

In reumatismul cronic este crescut conținutul de cgi f? - 
globuline. In cazul bolilor: infecțioase cregte conținutul Tale 
bulinelor. 


10.2.5.EXTRACTIA SI DETERMINAREA FRACTIUNILOR 
PROTEICE DIN PLANTE 


Proteinele joacă un rol deosebit în nutriția omului gi ani- 
malelor. Valoarea nutritivă(alimentară) a diferitelor produse de 
origine vegetală seu animală depinde atit de cantitatea cît şi de 

calitatea proteinelor pe care le conţin. 
| In funcţie de compoziţia calitativă proteinele unor spe- 
cii de plante se apropie după valoarea alimentară de proteinele 
de provenienţă animală,în timp ce valoarea proteinelor altor spe- 
cii de plante poate fi foarte micá.Pentru aprecierea calităţii 
proteinelor există diferite procedee. 

Unul din procedeele utilizate frecvent constă în determina- 
rea fracţiunilor proteice separate din complexul proteic dat.In 
acest caz diversele grupe sau fracțiuni proteice(albumine,globu- 
line,prolamine,gluteline) se extrag cu diferiţi solvenţi gi se 
determină cantitativ. Conţinutul fracţiunilor proteice în plante 
este deosebit.De exemplu,în seminţele leguminoaselor predomină 
globulinele,în seminţele cerealelor-prolaminele şi glutelinele, 
în organele vegetative ale plantelor se găsesc multe albumine, 
globuline gi gluteline.Chiar gi în limitele uneia gi aceleiaşi 
specii,compoziţia calitativă a proteinelor suferă modificări în- 
sennate în dro de condiţiile de cultură, însugirile gene- 
tice etc. 

Alt procedeu de apreciere a calităţii proteinelor se bazează 
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` pe studierea compoziției. lor  aninoscidice.Plantele verzi pot sin- 
tetiza toţi aminoacizii „organismul uman gi animal fiind lipsit 
de. această capacitate. Aminoacizii care nu pot fi 'sintetizaţi in: 


, erganismul animal poartă numele de aminoacizi esenţial i(nefnlocu- 


'ibili). In prezent s-a stabilit că pentru: om eint asenţiali urnă- 
"torii 9 aminoacizi : triptofanul, fenilalanina; metionina lizina, vá- : 
"1ina,treonina, leucina gi histidina,iar pentru animale încă gi ar- ` 
ginina.Nutrifia cu.o proteină neconţinînd unul din aceşti amino- 
acizi conduce la tnlburarea metabolismului substanţelor: gi fmbol- 
nÉviroa organismului animal. Prin. furajarea aninalelor cu diete 
neechilibrate pe linia compoziţiei. 1n| aminoacizi sau în: cazul án- 
; suficienței. unuia din. aminoacizii esenjiali în furaje se. Observ 
E creştere însemnată. a consumului de hrană gi a preţului de cost 
a ‘producției. animaliere, Numeroase cercetări au stabilit că: dife- 

ite fracțiuni proteice se diferenţiază în privinţa compoziţiei 

1n: &minoacizi.Astfel proporția aminoacizilor - esenţiali este mai 
i mare. 1n. albumine,globuline: gi gluteline gi. mai scăzută în. prola-. 
. mine.De. aceea un. raport. variat între aceste fracțiuni proteice. . 
ova: determina o anumită. compoziţie în aminoacizi a proteinelor din 
„produsul vegetal: analizat. 

„In concluzie,rezultá că numai stabilindu-se conținutul frac- 

tiunilor proteice gi compoziţia lor în. aminoacizi, se poate. vorbi 
depen. valoarea alimentară sau furajeră a. unui produs, 


Izolarea si deterainarea tractiunilor proteice din 
< ` .genmintele de plante 

Principiul metodei. Pracţionarea proteinelor: vegetale se ba- 
zeazk pe. solubilitatea diferențiată a fracţiunilor protei ce în 
diferiţi solvenţi. „Proteinele din tesuturile vegetale. se extrag 
succesiv cu apă distilată (albumine), soluţii diluate de săruri ne- . 
utre(globuline), alcool etilio(prolamine) gi soluţii alcaline(glu- 
teline). In fiecare extract se determină - conţinutul fracțiunii. 
proteice. sein prin micrometoda Kjeldahl sau colorime- 
tric. ) 
^. *mBeactivi.l. Solutie de NaCl 1 M.Se dizolvă 58,45 + g NaCl în 
A -1000 ml apă distilată. 
2.41e001 etilic 809. ` 
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Fe Solutie tampon borat: 0, 2 x cu pH: 10, contintnd 0, „23. bi- 
sulfit de sodiu, 


Modul de lucru aus dier eprubetă de centrifugi se cîntăregte 
1 g făină obţinată din seninjele plantei analizate: gi se adaugă. 
10 nl apă distilată, Se agită timp de 60 minute gi se centrifu- 
 ghează timp de 15 minute la 5000 rot. /min. Supernatantul se fil- 
„trează prin 2-3 straturi de tifon într-un balon cotat. de 50 nl. | 
Reziduul din eprubeta de centrifugă se extrage în. condiții iden- 
tice: încă de 4-5 ori cu cîte 10 ml de apă distilată. Supernatante- 
le- separate după centrifugare se toarnă în acelagi balon cotat şi 
„conţinutul se completează la semn cu apă distilată, Extractul ob- 
ținut constituie proteinele solubile în apă. : 

, La 'reziduul rămas în în eprubeta de centrifugă se adaugă 10 ml . 
soluţie de NaCl 1M,se agită timp de 60 minute gi 3e centrifughea- | 
ză. Soluţia proteică separată. sė trece într-un balcn cotat de 50 . 
ml.Materialul vegetal din eprubetà de centrifugá se prelucrează - 
încă: de 4-5 ori cu soluţie de NaCl l M.Extractul din balonul co- 
tat se aduce la seun cu soluţie de NaCl, Pracţiunea obţinută re- 
„prezintă globuline extrase cu soluţie de NaCl. 

După extracția globulinelor,se separă fracțiunea proteică 
solubilă în: etanol-prolamine, In acest scop reziduul din ! eprubetă 
se extrage de 4-5. ori cu alcool etilic 80%.De fiecare dată după 
adăugarea alcoolului „conţinutul eprubetei se agită timp de. 60 ni- 
nute,se centrifughează gi supernatantul. ne transvazează într-un 
balon. cotat de 50 n]. Se completează la semn cu: alcool. Extractele 
„proteice alcoolice. nu pot fi păstrate în frigider, întrucît. 1a re- 
ce ge produce precipitarea proteinelor din alcool. Se lasă la ten- 
peratura camerei. gi se analizează cît mai repede posibil. - 

Pentru izolarea fracțiunii alcalinosolubile (gluteline) mate-: 
ríalul vegetal se extrage de 4-5 ori cu soluţie tampon de “borat 
| 0,2 M(pH 19) conținînd 0,2% bisulfit de sodiu. Extracţia se. efec-. 
—À în acelaşi mod ca gi la separarea celorlalte fracțiuni 
proteice.La analiza porumbului verde gi a seminţelor. unor cerea- 
le,proteinele alcalino-solubile nu se extrag complet eu tampon 
 borat.In asemenea cazuri după tratarea materialulni vegetal cu 
tampon borat este necesar să se réalizezo.o extracţie svplinenta- 
TÉ. cu soluţie de NaOH 0,2 N(de 3-4 ori). Tehnica de lucru este 
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` aceeagi ca gi pentru alți dizolvanţi.. 2. 
Extracţia materialului vegetal cu apă este asociată nu numai 
. cu solubilizaren proteinelor corespunzătoare, ci şi a altor sub- 
stanţe ca aminoacizi liberi,monoglucide gi oligoglucide, săruri 
minerale etc,De aceea extractul obținut poate fi privit ca o so- 
luţie ugor salină. Intr-o asemenea soluţie se pot dizolva nu numai 
proteinele. solubile în apă(albuninele), dar gi unele proteine so- 
lubile. în soluţii saline(globulinele). Ultimele se numesc globuli- 
ne uşor solubile,îrtrucît ele trec în soluţie la concentraţii. 
foarte mici ale sărurilor conţinute în extractul apos, Pentru se- 
pararea albuminelor de globulinele ugor solubile se efectuează 
dializa extractului apos faţă de apá distilatü(vezi p.20).Drept 


^ antiseptic în sacul de dializ cu extractul apos se introduce un 


cristal de timol.Dializa se execută în camera frigorifică: timp de 
24 ore, schimbînd de cîteva ori apa distilată din vasul dializor. 
In procesul de dializă substanţele micromoleculare, inclusiv sáru- 
rile minerale,ies din sacul de „celofan, în care vor rămîne numai 
proteinele. Deoarece la sfîrşitul dializei soluţia din sacul de 
celofan nu conţine săruri proteinele salinosolubile precipită, iar 
în soluţie. rămîn numai albuminele,Pentru separarea albuminelor de 
globulinele ugor solubile conţinutul sacului de celofan se tran- 
sferá cu tot cu precipitat în: eprubete de centrifugă, spálind 8a-' 
cul de 2-5 ori cu apă distilatü,care se adaugă în aceleagi epru- 
bete.Proteincle solubile se separă de cele insolubile prin cen- 
trifugare timp de 15 minute la. 3000-4000 rot./min.Supernatantul 
se toarnă într-un balon cotat de 100 ml. Precipitatul proteic din 
„eprubete. se spală de 2-3 ori cu apă distilatÉ.Dupá centrifugare, 
apele de spălare se colectează în balonul cotat.Soluţia de albu- 
mine în balon se completează la semn cu apă distilată şi se intro- 
troduee. în frigider. 

Precipitatul de Kissen ugor solubile din eprubetele de 
centrifugá se dizolvă într-un volum mic de soluţie de NaCl 1M gi 1 
se trece fÍntr-un balon cotat de 25 ml. Eprubetele' se spală de 2-5 
-ori cu volume mici de soluţie de NaCl care se adaugă în balon,se 
coapletează cu  acesegi soluţie la sean gi se introduce în frigi- 
der, 


In acest mod se obţin 5 fraejiuni proteice : albumine,globu- 


ZR + Rr 


line uşor solubile care 59 extrag. cu apă gi precipită la diali- 
ză;globuline extrase cu soluție de NaCl; prolamine gi gluteline. 
- Pentru determinarea conţinutului de proteine în fiecare fracţiu- 
ne,se măsoară cîte 20-50 nl soluţie proteică în baloure Kjeldahl 
gi se determină cantitatea de azot prin metoda dercrisă la p.200. 
Canvitatea fracţiunilor proteice separate in soluţiile obţinute 
se poate determina,de asemenea, prin metoda Lowry (p.209). Totodată, 
în materialul cercetat. se dcterminü conţinutul de azot total, 
proteic gi neproteic,de asemenea, umiditatea flinii. 

Rezultatele analizelor efectuate se înregistrează sub forma 
tabelului 10.4. | 


Tabelul 10.4 


Conţinatul fracţiunilor proteice 


.|$ din substanţa usca- 
tă a materialului ve- 
` |getal 


% din cantitatea 
totală de prote- 
ine în ţesut 


Fracţiunea 


 Azot total 

Azot neproteic - 

Azot proteice 
Albumine 
Globuline ugor solubile 
Globuline extrase cu . 
NaCl 
 Prolamine 
Gluteline 


| Otservatii.l.Se recomandă ca fracţionarea prot^inelor din 
plante să se efectuaze în camera frigorifică la +40, 

2. In cazul plantelor oleaginoase, seminţele acestora se vor 
zdrobi în mojar,se vor degresa în prealabil cu eter de petrol. sau 
acetonă timp de 18-20 ore la temperatura. camerei „Materialul degre- 
sat se usucă în exsicatorul de vid sau sub nigá,se macină fin,se 
nai supune odată degreakrii gi apoi se poate folosi pentru axtrac- 
yia fracțiunilor proteice. 
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10. 3. DETERMINAREA ACTIVITATII UNOR Ear PARTICIPANTE 
LA METABOLISMUL ioana | Sie SI AMILOACIZLLOR . 


30.5.1. DETERMINAREA AGEIVITATII, PEPTIDAHIDROLAZELOR 


; Peptid-hidrolazele catalizează scindarea hidrolitick a. 
! legăturilor peptidice. în peptide gi proteine : 


R-O-K-Rp * ME — R= 00d * Ro 
H " 

Conform nomenclaturii actuale a. | Roca DUC Dietei ate 
le se clasifică în. două serii. de subsubclase — 

-peptidaze sau exopeptidaze(EQ $4. 11-15) gi - 

-proteinaze,enzime probo itia uolbpept itte, peptidi- 
peptidhidrolaze(EC 5.4. 21-24). 
ie Peptid-hidrolazele Be Íntflnesc în organismul tuturor repre- 
 zentanjilor lunii vii : microorganisme; plante, aninale gi om. Aceste 
enzime îndeplinesc o serie. întreagă de funcţii specifice de o de= 
osebitk importanti, legate ieu procesul de digestie, coagularea sîn- 
gelui, prevenirea formării trombelor în vasele „sanguine gi liza. 
 .trombelor formate, sinteza gi. scindarea oligo- şi polipeptidelor 
- biologio. active „fagocitoza,de asemenea, cu metabolismul proteine- 
lor la plante, nieroorganisae etos 


10.3+1+1 „DETERMINAREA AOPIVITATII PROTEINAZELO 


l Pentru determinarea activităţii proteinazelor s-au propus 

- numeroase metode” care. pot fi clasificate 1n două grupe. :metode în 
. care drept substrate 'se. folosesc proteinele şi metode cu utiliza.. 
rea substratelor. micromoleculare sintetice, | 

. Intre substratele proteice cel mai adesea se numără henoglo- 
. bána cazeina,albumina: serică „ovoalbumina, edestina; De. obicei se. 
utilizează: proteine denaturate, întrucit proteinazele. manifestă o 
acţiune mai. slabă asupra proteinelor cu starea nativă. nenodifica- 
(o. tá. Denaturarea. proteineior-eubstrate in majoritatea anie se 
_ realizează prin tratanent termic seu cu uree. 

' Cea mai Satu rÉspindire în practica deterninării proteina- 
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 zelor aa obţinut metoda Anson gi metoda Kunitz cu utilizarea he- 
moglobinei,respectiv a cazeinei în calitate do substrat. 


DETERMINAREA ACTIVITATII PROTEINAZELOR DUPA 
CANTITATEA DE CAZEINA SCINDATA 


Principiul metodei.Determinarea activităţii cazvuinolitice a 
proteinazelor se face după metoda Kunitz care constă în dozarea 
produgilor de hidroliză eliberaţi din cazeină sub acţiunea aces- 
tor enzime. Concentrația produgilor de hidroliză a cazeinei se 
poate aprecia prin măsurarea extincţiei hidrolizatului deprotei- 
nizat la 280 nm sau colorimetric cu ajutorul reactivului Folin- 
Ciocâlteu, l 

Reactivi.l.Solufie de cazeină 2% în tampon fosfat O,1 M cu 
pH-ul cerut de condiţiile experienței. Intr-un mojar se triturează 
2 g cazeină cu 10 ml soluție de NaOH 1 N.Folosind 50 ml apă bi- 
distilată se aduce conţinutul mojarului într-un balon cotat de 
100 ml.Se corectează pH-ul soluţiei din balon la valoarea necesa- 
. ră cu soluţie de acid fosforic diluat(1 volum acid fosforic 55% 

. Be diluează cu 3 volume de apă bidistilată) gi se completează la 
„semn cu apă bidistilatk. 
. 2eSoluţie de clorură de calciu 0,06 M. 
3. Soluţie de acid tricloracetic 10$. 


10.5.1.1.1.DETERMINAREA ACTIVITATII PROTRINAZELOR EXTRA- 
| CELULARE ELIBERATE DE MICROORGANISME IN 


MEDIUL DE CULTURA 


Modul de 1meru. In două eprubete de centrifugă(probă gi mar- 
tor) se măsoară cîte 1l ml soluție de cazeină 2% fa tampon fosfat 
“cu pH 7,2.gi cîte 0,1 nl soluţie de clorură de calciu 0,06 X.In 
martor. se adaugă l ml soluţie de acid tricloracetic 10%. Apoi în 
ambele eprubete se pipetează 0,1-0,3 ml lichi obţinut prin cen- 
trifugarea mediului de cultură pe care s-a dezvoltat microorga- 
nismul studiat.Proba se incubează timp de 60 minute în termostat 
la temperatura de 379C.La: sfirgitul termostatării acţiunea hidro- 
.lázantá a proteinazelor asupra cazeinei se stopează prin acăuga- 


rea. l ml soluţie de. acid tricloracetie 10%. După agitare probele 
se centrifughează. timp de 15 ninute. ia 3000. rot./nmin.In | superna- 
tantul deproteinizat gi diluat. corespunzător se dozează: cantita=. 
tea de tirozină,Qu: acest scap O, 121,0 ml supernatant. se: amestecă 
cu 1,9-1,0 ml apă distilată gi ae măsoară extíncjis yon gi 
mertorului 1a 280 nm la epectrofotoneiru. i» A 
Produgii hidrolizei proteolitice în probă P sinetae - se pot 
determina gi colorimetric cu reactivul. Folin-Ciocálteu.la 0,5 ml 
supérnatant depruteinizat se adaugă 0,5 ml soluţie de. aulfat de 
^ ceupru 0,0025 M,4 nl soluție de NaOH 0,5 N,gi 1,5 ml reactiv Foe - 
„1in-Ciocâlteu diluat. de. trei ori(1:5).Peste 50 minute se citeşte 
extincţia. martorului' gi. probei la un fotoelectrocolorimetru, la 
160 nm „faţă de un control al „rectivilor,în. care supernatantul 
| este înlocuit cu apă bidistilatk. 


Calculul rezultatelor. Cantitatea àe tirozină scinăată din. 


-molecula cazeinei sub- acţiunea proteinazelor. se calculează folo-. 
sind . curba: de etalonare trasatá în condiţiile. testului cu o 8e- 
-rie de soluţii. etalon| continind 0,03-0, 360 mg de tirozină, Pentru 
a accelera dizolvarea tirosinei A apă bidistilatk se va. adăuga: 

acid. tricloracetic 105. 

"Activitatea proteinazelor s se exprimă în sicromoli de - tirozinä 
 scindati de la cazeină în timp de i minut de enzinele corespunză- 
toare dintr-un ml de lichid „de . eulturk : £l | 


(2, Y + Ta iai 
: (v.3.60.0,1811 i 
`. unde . Poa volumal iiehidelui de cultură folosit ca. sursă de. 
proteinaze,ml ;. — 
ie RE cantitatea de tirezin corespunzătoare eztinejiei 
„1 probei de. cercetat,mg b 
Lu. -cantitatea de. tirozină corespunzătoare martorülui, 


pu tirozină/1 anl ain 


m c ger Ha 
- volumul m: supernatant luat pentru dozarea tirozinei, 
al D 


0,1811 - mg. corespunzătoare unui micromol. de tirozină, 


-e 2:1 = 


59 aude ANII ACTIVITATII PROTEINAZELOR 
INTESTINALE 


Modul de de 1ueru-Obkinerss extractului WDO sacrifi- 
carea animalului. de experiență, se preleveazá din tubul aigestiz 


partea care urmează să fie analizati gi se curăţă cu atenţie do 
țesutul adipos.0. cantitate de 0,5 g intestin se mojareazü cu 
sticlă pisată pînă la obţinerea unei mase omogane (5-5 minute). Se 
“adaugă 2 ml apă distilată cu temperatura de +49c gi se continuă 
“mojararea încă 2-4 minute.Se pipetează încă 3 ml de apă distilată 
în mo jar, se amestecă bine gi so trece conţinutul într-o eprubetă 
"de centrifugá.Se centrifughează 15 minute la 5000 rot./min.,la o 
centrifugl cu rácire.Supernatantul separat se va folosi ca sursă 
de enzime proteolitice. : 


Determinar ea activităţii sarb eS AEP măsoară în două 
eprubete da centrafugă cîte 1 ml de cazeină 2% în tanpon fosfat 


cu pH 7,6.Una din eprubete va constitui proba de cercetat,iar 
Dei martorul, In martor se adaugă 1 ml de acid tricloracetic 
10$,apoi în ambele eprubete. se pipetează 0,1-0,5 ml extract enzi- 
matic sîn funcție de presupusa activitate proteolitică.Proba do 
cercetat se incubeazü la 3700 timp de 15 minute,după care reacţia 

hidrolizü a cazeinei sub acţiunea proteinazelor se întrerupe 
prin adăugarea 1 ml soluţie de acid tricloracetic 10%.Precipita- 
| tul de substrat nescindat gi de protein-enzime se separă prin 
centrifugare. timp de 15 minute la 3000 rot./mine 

In supernatantul clar se dozează concentraţia produgilor de 

scindare enzimatică a cazeinei pe calea descrisă la determinarea 
activităţii proteinazelor microorganismelor. 


Calculul rezultatelor.Pe curba de etalonare construită cu 
tirozină în modul deseris mai sus,se află numărul de mg de amino- 
acid corespunzător extincfisi probei gi martorului. 

„Activitatea proteinazeler intestinale se. exprimă 1n micromo- 
li de tirozină scindată de enzimele dintr-un g de intestin în. 
timp de 1 minut,la 37?C. 


à 4 Miu 17v 
ju tirozimá/l g/l mine ET >= , 
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unde ta., - ng tirozină în proba de cercetat ; 

a, - HE tirozină în martor ; 

n =- volumul (m1) supernatant în care s-a dozat tirozina s 

yu Vi volumul de extract enzimático luat ntn incubebe!tn 
LE w-« iei 4 

v Mie" total al omogenatului PTR în mi ; 

p ~ greutatea țesutului intestinal mojarat,în g» . 


Adesea se  obignuiegte să se raporteze activitatea proteina- 
gelor la l ng de protein-enzină, adică se calculează activitatea 
lor specifică, Proteina în extractul enzimatio se determină prin Md 
„metoda Lowry(in ng/ml).In acest caz activitatea proteinazelor, 
calculată fn micromoli tirozină/al extract enzinatio se A te 

. 1a numărul mg. de proteină într-un ml extract, 


10.52 DETERMINAREA ACTIVITATII AMINOTRANSFERAZELOR 
/'  Aminotransferazele(transaminazole) catalizează în organis- 
mul viu procesul de transaninare, adi că: reacția de transfer rever- 
A aibil a grupării aminice între aminoacizi şi eetoacizi. Amino- 
 transferazele sînt enzime bicomponente care au drept. coenzimă 
piridozal-5'-foatatul (I) gi Piridoxamin 75-tostatul(17). 


7 rf l- . IA Ai x. 
. Defumirea diferitelor "aainotfansferase derivü de ; la x 
 aminoacidolui. care cedează gruparea abino gi numele  cetoaciăului i 


.. acceptor al acestei grupări. 


Intre aninotransferazele cunoscuta un interes deosebit: frö- 
|, zintă aspartat-eminotrensferaza(AspT) sau glutsmico-oralonacetat- 
aminotransferaza (GOT), cu codul EC 2.6.1.1. gi alenin-eminotrens- 
feraza(AlaT) saw gintanico-piruvat-aminotransferaza(GPT), avînd 
codul EC 2.6.1.2. 


Aepartst-aminotrensferaza catalizeazá reacția : 


42354. | L5» 


COOH "COOH coon gos 
2 e ja D — 
Ems m c RU. be 
bx D^ 
Acid — Acid c-ceto- Acid Acid 
aepartic glutaric l Putia :  oxaloacetio 


Alanin-eminotrensferaza catalizează reacția : 
qoo. 


1 Q-mu, 6008 

m ea 0H 
Manină Acid &-ceto- Acid Acid. 
glutaric glutsmic piruvic 


„Aceste două aminotransferaze posedă o activitate catalitică. 
pronunţată gi sînt larg rÉspindite în diferite organe animale : 
 ficat,miocard,mugchi scheletici,rinichi etc.In serul sanguin,de 
asemenea, în țesuturile vegetale activitatea ostor donă amino- | 
 transferaze este mai scăzută, . . 
Există mai multe metode de determinare a activităţii amino- 
transferazelor.Foarte comodă gi accesibilă este metoda colorine- 
trie eu: 2, 4-dinitrofeniinitrasink. 


„DETERMINAREA ACTIVITATII ASPARTAT- SI ALANIJ-AMINO- 
TRANSFERAZELOR IN SERUL SANGUIN 


Principiul metodei „Ia aree treieaninării realizate. sub ac- 
tiunea AspT gi AlaT se formează acizii oxaloacetic gi piruvic. 
Acidul oxaloacetie poate să 89 decarboxileze în „cursul reacției 
enzimatice în acid piruvic. Prin adăugarea soluţiei acide de 2, 4- 
dinitrofenilhidrazink la sistemul de reacție se întrerupe pro- 
_cesul. enzinatic gi se se formează. dinitrofenilhidrazonele acizilor 


petitia in, oxaloacetic şi piruvie, colorate în mediul alca- 
lin : $ 


.M-OMo-.  2,4-Dinitro=. © 2, „4-Dinitrofenil- 
maia.  fenilidrasina "hidrazoná 


Pentru.a. nu | Anterfera 1n măsurarea activităţii aninotrans- 

ferazelor,acidul e(-cetoglutarie ee: aăpugă în: cantitate mică, iar 

extincţia probelor se citeşte la. lungipea de "undi de 546 mm,unâe 
fenilhidrazona acidului ; s >cetoglutario absoarbe slab. Pa măsura. 
creşterii conţinutului de. acid piruvic şi diminuării corespunzá- 
toare a cantităţii de. acid o(-cetoglutaric extincţia amestecului 
“de. fenilhidrazone creşte. Cregterea. extinciiei este proporţională 
cu sporirea concentraţiei acidului pirovie in probă, care este. de- 
_pendentă de activitatea aninotransferagelor, : 


Reactivi.l.Solugie tampon de fosfaji 0,1 M. cu pH Ts 4:Se di- 
zolvă ds. 5045 g de Na, HPO, 128,0. si 0 1288 g KE PO, în 50 vd apă - 
bidistilată la balon cotat. - 

2. Solujie: de NaOH IN. Se: dizolvă n g NaOH. în 250 ml apă dis- A 
tilatä. Se stabileşte factorul: soluţiei de hidroxid. de sodiu cu 
ajutorul: acidului oxalic. gi. as face corecţia necesară pentru a 
$ obţine: o, solujie. de. NaOH. exact 18€. 

SN Soluţie substrat pentru AspT. Intr-un pahar mic peste 7, 5mg j 
de acid ec-cetoglutaric gi 665 mg de acid. DL-aspartic(333 "p 
a^id L-espartic) se adaugá solujie de NaOH 1N pînă la dizolvarea 
i completă a. celor. două substrate „apoi. 10 al solutis tampon de fos- . 
fati 0,1 M.gi se- -corectează pH-ul 1a 7, 4 utilizfnd un pli-netru. 
Soluţia: se iransvazeazü într-un balon cotat de 25 ml,5e spală pa= 
„harul cu soluţie tampon de fosfaţi: 0, i. ME T; 4) gi se completea- 
a ză- conținutul la pemn tot cu- soluţie tampon, Soluţia de substrat | 
se agită, se adaugă o: pioătură de cloroform gi se păstrează în 
frigider, 

de Solujie substrat pentru Alat. „Se introduce într-un pahar mic 
T,5ng de acid c -cetoglutario gi 445 ng de DL-alaniná(225 mg de 
L-elanink) „Mai departe se procedează după indicaţiile. date la 
prepararea primei soluţii de subatrat (reactiv 5. 


a 499. 


5.Solugie de 2,4-dinitrofenilhidrazini 1 mM în soluţie de 
ECL 1 N.Se dizolvă 20 mg de 2,4-dinitrofenilhidrazini fn 100 xl 
- soluţie de HCl 1 Ne 

5. Soluţie de KaOH 0,4 N.Se prepesà prin amestecarea a 200ml 
soluţie de NaOH 1 N cu 500 ml apă distilată, 

1.Solujie etalon de piruvat de sodiu 0,001 M.Se dizolvă 11 
mg de piruvat de sodiu în 100 ml apă distilată la balon cotat.Un 
ml soluţie etalon conţine 110 micrograme piruvat de sodiu, ceea 
co corespunde la 88 micrograme saa 100 micromoli de acid piruvic. 


Tehnica deterpinării activităţii eepartat-sminotransfera- 
zei. In două eprubete se măsoară cîte 0,5 ml soluţie de. substrat 
pentru Asp? gi se incubeaz la 3790: timp de 5 minute. Apoi, ir 
prima eprubetă(proba) se adaugă 0,1 ml ser senguin nchemolizat | 
ji se continuă incubajia 60 minute.La ufirgitul acestui interval 
de timp eprubetele se scot din termostat gi imediat se adaugă în 
fiecare din ele cîte 0,5 ml soluţie de 2,4-dinitroferilhidrazinü. 
In eprubeta 2(martor) se pipetează 0,1 nl ser.Se agită gi se la~ 
să timp de 20 minute la temperatura camerei.DupÁ aceasta se in- 
troduce în fiecare eprubetă cîte 5 ml soluţie de NaOH O,4 N,se 
agită cu atenţie gi se lasă la temperatura camerei timp de lO mi- 
nute pentru dezvoltarea culorii,Extincţia probei şi martorului se 
citeşte la un fotoelectroéolorimetru,utilizind filtrul verde(546 . 
nm) gi apa ca lichid de compensație. 

Tehnica determinării activității alarin-aminotranoferazei. 
In două eprubete se pipetează cîte 0,5 ml soluţia substrat pentru 
AlaT gi sa incubează la 3700 timp de 5 minute.Apoi în una din 
eprubete se măsoară 0,1 ml ser (proba) gi se introduce "addi în 
termostat pentru 350 minute. 

Mai departe se won în em" identic ca la detarzinaree 
uctivităţii AepT. 


Calculul rezultatelor,Diferenţa între | extineţia probei şi 
x: încţia martorului indică o schimbure a intensității lichidelor 


3.1 eprubete în urma desfăşurării reacţiilor ealiemo de amino- 
'ransferazele respective, 

Activitatea Asp? 3i AlaT se poate exprima fu unităţi ime 
timale da ekttincjie,csre se calculează după formula : 


cw Q6 e 


LE CEN x 100. | 
Insă mai corect este ca. activitatea aminotrensferazelor să 
E exprime în miliunităţi enzimatice (mU) într-un ml de ser(1 mU 
corespunde unei activităţi a enzimei care în condiţiile experi- 
mentale date catalizează formarea unui nicromol de acid piruvic 
“într-un minut), conform recomandărilor 1. FEE Pet Internatio- 
“nală de Biochimie). 

/ In acest caz calculul: activi ii aninotrensferazelor se 
efectuează folosind curba de etalonare construită cu ajutorul so- 
. lujiei etalon de piruvat. de sodiu. La construirea curbei etalon 
se poate utiliza schema redată în tabelul 10.5. 


Tabelul 10.5. 
Schema pentru eonstruirea curbei etalon la 
„determinarea activităţii aminotransferazelor; 
Proba 


aa 5 » 


Conţinutul de acid| Y 4,4 > „8, 8 25, 2 37, i: 27,0 26,4 O 
piruvic în probă ` [ul | 0,05 - 0,10 0,15 0,20 0,25 0,3% 0 
Soluţie etalon de ` z 

piruvat de Natal). „0,05 0,10. 0,15 - 0,20 0,95 0,30 

Apă distilată(m1).  . | 0,55 0,50 E eM 0-40 0,55 0,20 0,6 


“In BE Atu, separate se măsoară ingredienjii menţionaţi în 
tabelul 10.5.,5e adaugă cîte 0,5 ml solujie de 2,4-dinitrofenil- 
' hidrazinK gi se agită, Exact după 20- minute de repaus, în fiecare 
uprubetă se pipetează 5 ml soluţie de NaOH 0,4 N,se amestecă gi 
sea iasă la temperatura camerei timp de 10 minute, Se citesc ex — 
tineţiile probelor la 546 nm faţă de probe Te i'o ~ 

Le trasarea curbei etalon,ae înscrie pe abecisă concentraţia 


acidului piruvic în nicromal. tar pe ordonată extincfiile cores- 
punzütoara. j i 


-- ten «a 


Calculul final ss fanse c: ajursrul formulei : 


HESS ES 


mU Eat in 
i PAI) 
E ml ser. x l mine 0, let 


unde a - numărul ni cronolilor de acid piruvio,glait pe curba 
etalon . 
t = timpul de incubație, fn. minute. 


Observatii i.l,.Seruül trebuie să fie proaspăt gi nehenolisat, 
2.Dacá serul posed o activitate eninotransferazick mare, . 
acesta se dilueazá cu soluţie de albumini 5% în ser fiziologic.Re- 
 zultatele obţinute. se vor Pai cu coeficientul de diluare co- 
respunzătare 


Valori fiziologice.In serul cir al oamenilor sănătoşi ac- 
tivitatea AspT oscilează între 2-16 nU/nl,iar activitatea na^ 
între limitele 2-12 mU/nl. 

Nivelul nornal al aminotransferazelor serice este,în general, 
constant. Variaţii mari ale activităţii aminotransferazelor sangu- 
ine se observă în bolile ficatului,în infarctul miocardic etc.De- 
_ terminarea activităţii seminotransferazelor în serul sanguin con- 
stituie un indicator fin al acuităţii proceselor patologice în 
ficat gi de aceea are o nare importanţă pentru diagnosticarea di- 
ferenţiată a bolilor respective.Nu mai puţină însemnătate are de- 
„terminarea activităţii transaninazelor în stabilirea diagnosticu- 
lui bolilor de inimă. 


.10.2.5.DETERMINAREA ACTIVITATII CREATINKINAZE 
Creatinkinaza(ATP : creatin-N-fosfotranaferaza, EC 2.7.5. 2) ca~ 
alizează transferul restului de fosfat de la ATP la creatinl,cu 
formarea creatinfosfatului gi ADP,confora reacției : 
HN = Ç — Ni = dii „HN = Ç-NH~ POH, 
8,0— W — GL, — 000 3 HC — N — CH, — COOH 
Creatină Creat infosfat 


+ ADP 


Reacţia catalizată de creatinkinază este reversibilă gi pre- 
"inth o mare importanță pentru metabolismul substanţelor în muşchi, 
Tnirneft permite acumularea energiei chimice a ATP în crentinfos- 


fat, compus microergic cu rol deosebit în fenonenele biochimice 


- 288 =: 
4 


^.^ contracjgiei musculare.La pH alcalin(pH 9) echilibrul siste- 
nului este deplasat în direcţia formării „ATP. Activitatea crea- 
tinkinazei este stimulată de ionii de ug"? 

Creatinkinaza se găseşte în esntitato. mare în țesutul mus-: 
cular. Serul sanguin provenit de la oameni „sănătoşi conţine urma 
de „creatankinază,. | ^d 

Activitatea crestinkinazei poate fi determinată prin metode 

P» îgi Propun dozarea creatinfosfatülui, ADP sau creatinei. 


Determinarea sotivitătii greatinkinaze i in serul sanguin. 


Principi iul metod ei. Prin adăugarea serului senguin în: mediul 
„Ade. incubație, conținînd creatinfosfat şi ADP, se formează creatina. 
Ultima se dozează după reacţia de culoare cu  e(-naftoluil gi di- 
acetilul, Activitatea creatinkinazei se estimează în funcție de 
cantitatea de creatină formată, : 


Reactivi.l. Solujie tampon  trihiðrorinetilaninonetan(Tris) 
.0,1 M cu pH 7,2. . 
l ' 2,Soluţie de ereatinfosfat 0, 006 M. 
— 3.Selujie ae acid adenozindifosforic(ADP) 0, 06%. 
4» Soluţie de hidroxid de bariu Sbe. | 
5.Solujie de sulfat de zino 59. 
6, Soluţie de ec-naftol 19$.Se dizolvă 100 mg de -naftol 
1n 10 ml. — — conținînd 20% Na, 00, şi 6% hiăroxiă da 
„sodiu. 
| T.Solugie de diacetil 04$. 


Modul de lucru. Intr-o eprubetă. de centrifugă a se T MET (0) ,25 
nl soluţie tampon Tris,0, 25 ml apii distilată, 0,1 ml soluţie de 
creatinfosfat si 0,1 ml ser sanguin. In »prubeta pentru martor se 
adaugă apă distilată în locul .Serului,deci 0,35 ml apă distilată. 
Eprubetele se introduc într-o baie de apă la T: timp de 5 minu- 
te ,apoi se pipetează cîte 0,2 nl soluţie de ADP gi se incubează 
. 30 minute.Ia sfirgitul perioadei de incubație sa Opregte acțiunea 
creatinkinazei ,ađäugind în fiecare eprubetă cîte 0,2: nl soluţie 
de hidroxid de bariu gi 0,2 ml goluţie de sulfat de zinc. Peste - 
15-20 minute eprubetele se centrifughează la 3000 rOt,/nir.,timp 
de 15 minute, Se amestecă 1 m] supernatant cu 1 al solujie proas- 
m preparată de X-naftol ai 0,25 ml soluție preparată extempo- 


*- 
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raneu de diacetil.Ordinea de adăugare a reactivilor trebuie res- 
pectatá obligatoriu.Eprubetele se lasă la Íntuneric timp de 20 
minute pentru dezvoltarea culorii,Se colorimetrază la 556 nm.. 


Calculul rezultatelor. Activitatea creatinkinazei este pro- 
porţională cu diferența între extincţiile probei şi martorului.Se 
citesc extincjiile respective pe curba de etalonare „construită cu 
creatină. Ca unitate de activitate a creatinkinazei se consideră 
activitatea enzinatică a 0,1 nl ser sanguin care aapt la for-` 
marea unui micromol de creatină într-un minut gi la 51? C. Atunci 
rezultatul final se efectuează dupií formula : 


nicromoli creatină At 


a 
l al x 1 min. 0,1.50,.1351 


unde : ap - numărul microgramelor de creatină corespunzător 
extinrţiei probei ; 
a, ^ numărul microgranelor de creatink corespunzător 
extincjiei martorului ; 
131- cantitatea de micrograme ce revin unui micromol de 
creatină, 


Interpretarea rezultatelor, In condiţii normale în serul| O 
sanguin se evidenţiază o MT A creatinkinazicá foarte sclzu- 
tä. . 


Activitatea creatinkinazei poate cregte fn serul sanguin du- 


`. pă un efort muscular chiar gi la subiecţii normali, 


„0 eregtere însemnată a activităţii creatinkinazei în serul 
sanguin se observă în afecțiunile mugchilor scheletici(miopatii, 
niozite) gi în infarctul miocardic. 


10.5.4.DETERMINAREA ACTIVITATII URBAZEI 
Ureaza(uree-amidohidrolaza, EC-5.5.1.5) ESO EUER 
nerea ureei în dioxid de carbon şi amoniac: l 


o 
ÍÁ 


spos 


Această enzimă se înttlnegte în ciuperci, plantele superioa- 
, re, țesuturile animalelor inferioare şi mucoasa stonacală a dife- 
„ritelor mamifere. 

1 Activitatea ureazei GREA fi apreciată prin disse mue 
din produgii care “rezultă în urma hidrolizei enzimatice a. goei; 
gau a cantităţii de substrat nescindat.. 


Determinarea es activităţii ureazei, în plan ante 


Principiul metodei. Determinarea activităţii ureazei se ba- 
zeazá pe estimarea cantităţii de uree, rămasă nehidrolizat! după 
inhibarea enzimei Diferenţa între cantitatea de uree introdusă în 


probă şi cantitatea de uree ^ amu la etira piini reflectă 
activitatea ureazeie 


Reactivi.l.Eter etilie sau eter de petrol, 

2.Toluen. 

5.Solugie de uree 2% în tampon. de fosfaji M/10 eu pH T, O(So- 
luţia tampon de fosfaji M/10 cu pH 7, O se. obţine prin dizolvarea 
a 4,37 g de Na HPO, 12H40 gi 1, 2172 g de Nd -2H40 în 290 ml 
apă distilată la balon. cotat). 

4.Soluție de acid tricloracetic 10%. í 

5.Solufie de para-dimetetilaminobenzaldehidl: 2%. Se dizolvă 
2 &g de p-dimetilaminobenzaldehidl în 90 nl alcool etilic 95% gi 
se amestecă cu 10 ml HCL concentrate 


6. Solujie etalon de uree 0,04 "Je ml din EREA etalon 
„conţine 0,4 mg uree. 


Modul de 1 uoru. Extraciie ureaz ei, Pentru dci cea extractu- 
lui ureazic se amestecă 2 g de făină proaspătă de soia(sau făiră 
de alte leguninoase]"20 ml de apă distilată, Se adaugă 5-10 picá- 
turi de toluen gi se lasă. 1a +40 Cc timp de 15-20 ore.In acest in- 
terval de timp|cea mai mare parte din ufbeaz trece din făină în 
solufie.Amestecul se centrifughează timp de 15 minute la 3000r0wW 
min. Supernatantul separat se foloseşte drept sursă de urează. 


Determinarea activităţii ureazei.In patru aituko se pipe- 
teazá cîte 4 ml soluţie de uree 2%. In ultimele două eprubete, csre 
vor servi drept martor,se adaugă cîte 5 m soluție de acid tri- 
cloracetic 10%.4Apoi fn toate cele patru eprubate se introduce 
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efte un nl extract de urează gi se agită conţinutul lor.Bprube- 
tele 1 şi 2(probe) se incubează timp de 30 minute la 57? Oe După 
incubare ureaza în probe se inhibă prin adăugareu a 5 nl solufie 
de acid tricloracetic.Se agită gi se filtrează confiautul celor 
patru eprubete pe hîrtie de filtru cantitativă. 
in filtratul limpede se determină conținutul de uree prin 

“reacţia de culoare cu p-dimetilaminobenzaldehidi. In eprubete. se-, 
parate 5e măsoară cîte 0,5 ml filtrat din probe gi martor,se 
adaugă 15 ml apă distilată. gi l ml soluție. de p-dimetilamino- 
benzaldehidü.Se agită [eee gi eprubetele. se termostatează 
timp de 10 minute la 250 C pentru dezvoltarea- culorii, Extincjiile 

probelor şi martorilor. se citesc la spectrofotometru 1a 420nn — 
. sau la un fotoelectrocólorimetru cu filtru. albastru „faţă de con- 
„trolul reactivilor(2 ml apă gi l ml. p-dinet:laminobenzaldehidi). 


Ca] cu ul rezultatelor. Cantitatea de uree în probe gi martori 
se află pe "d etalon.Pentru. alcătuirea curbei etalon în epru- 
bete uscate se pipeteazá 0;0,2;0,3; ;0,4 30,50, 8; 1,0;1,2 şi 1, 5 ml 
soluţie etalon de uree, se completează volumul la 2 ml cu apă dis- 
tilatá gi se efectueazá reacţia de „culoare - cu p-dimetilaninobenz- 

aldehiaă în modul descrie mai eus. i 
la efectuarea calculului din. media cantităților de ures gä- 
site în martori se scade media cantităților đe uree rămase in. 
probe.Diferenţa obţinută “d circa partea de uree hidrolisatk. 
sub acţiunea ureazei. 

: Ca unitate de urează se consideră cantitatea de enzimă | care 
în condiţiile menționate. hidrolizează 1 mg de uree fntr-un minute . 
) Activitatea ureazei se exprimá în unităţi aressise la 1 g de 
ceninja(fäină) în unitatea de timp: 

á l*a = ap)+10-20_ 
0,562.30 . 
unde : U.- numărul unităţilor de ureazá/l g/l min. ; 
l a, media cantităților de uree corespunzătoare extinctiilor 
nartorilor, în DE 5. 
a -medin valorilor de uree corespunzătoare extincţiilor 
„probelor, în ag. ) 


lO.4.DETERMINAREA UNOR PRODUSI FINALI AI METABOLISMULUI 
| AMINOACIDIC SI PROTEIO 
10.4,1.DOZAREA URERI - 


Ureea constituie produsul final principal. al metabolismului 
aninoacizilor în organismul omului ,mamiferelor,peştilor maritimi 


è cartilaginogi gi amfibienilor.Ureea se sintetizează la nivelul 


ficatului,de unde este vehiculată de singe spre rinichi, fiind 
astfel eliminată din organismul animal în urinăe 

Dozarea ureei în lichidele biologice. se poate efectua cu - 
ajutorul metodelor gazometrice,colorinetrice, enzimatice etc. 
l Coa mai mare rüspfndire au metodele colorimetrice bazate pe 
reacția ureei cu diacetilmonoxima.De o largă răspîndire se bucu- 


`> ră gi metoda cu p-dimetileminobenzaldehidă. 


10.4.1.1.DOZAREA UREEI PRIN METODA CU DIACETILMONOXIMA 


f Principiul metodei. Ureea reacționează cu diacetilmonoxima 
. fn mediu acid, formînă un compus colorat în galben care se dozează 
„pe. cale fotometricăe 


 Reactivi.1l. Solugie de sultat de cadmiu, Se dizolvă 1,33 e 
sulfat de cadmiu în 6,35 ml soluţie de acid sulfuric 1. N gi se 
completează cu apă distilată la 100. ml, 

2eSoluţie tampon borat . sa pH. 12.Se dizolvă 6, 2g acid boric 
în 150 ml soluţie de NaOH 1 N gi se completează cu 'apă 1a 1000 mi, 

„DeSoluţie de diacetilmonoximi O +53 în acid acetic 55. 

4.Solugie de antipirini(4-eninofe&azonk) 0,4% tn. acid sulfu- 
rio 40$. 

5. Soluţie etalon de uree,Se. dizolvă a 50 ng uree în 100 ml so- 


d lugie de acid benzoic 0, 25,Un m aviaţie etalon conţine 0,5 mg 
ureo, 


Tehnica à ozării ureei dd ec anguine La 4 ml soluţie de 
„sulfat de cadmiu într-o mie erm de rom se adaugă 0,1 ml 


sînge oxelatat sau 0, 1 ml ser gi după cîteva minute 5,9 ml solu- 
fie tampon de borat Amestecul se agită gi. se lasă 5-10 minuto fn 
"op, cel mai „bine la rece. Se centrifughează la 3000 rOt./nin. 
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Proteinele serice pot fi precipitate şi cu soluţie de acid . 
tricloracetic. Intr-o eprubetă de centrifugă ae amestecă 0,9 al 
apă distilată,0, 1 ml ser sanguin gi 1 ml de soluţie de acid tri- 
eloracetic 10%. După 15-20 md a aie cil se centri- 
fugheazi. 

Intr-o eprübétk- se pipétedix l E supernatant gi 4 al apă l 
l distilată sau 0,2 ml supernatant gi 4, 8ml apă distilată dacă 
deproteinizarea s-a făcut cu acid tricloracetic.Se măsoară 1 ml 
soluţie de diacetilmonoximü gi 4 al soluţie de antipirină. Se 
amestecă conţinutul eprubetei gi aceasta se irtroduce pentru 50. 
ninute într-o baie de apă la fierbere. Eprubeta se închide cu un 
dop de sticlă pentru a evita evaporarea lichidului. 

Paralel cu proba de. cercetat se realizează o probă etalor : 
şi un control pentru reactivi, In. cazul probei etalon se ecd. 
. 0,1 ml solufie etalon cu reactivii. folosiţi. la precipitarea pro- \ 
.teinelor serice gi din amestec se ia 1(0,2) ml pentru reacţia de 

culoare. Controlul reactivilor se efectuează luînd în locul! super- 
“natentului apă distilată, - ; 

Eprubetele se scot din baia de apă gi se răcesc cu apă de 
robinet.Se determină extincjia probei de cercetat gi a probei 

etalon la 460 nm faţă de proba în alb(controlul resctivilor). 


Calculul rezultatelor se execută după formula : 


mg uree/100 ml ser(stnge) »—- 9E. 50 NH. 
| M AMD UR 
unde : Eser - extincjia probei de cercetat ; 
Et - extincfia probei etalon ; 


50 = concentrația ureei(mgX) în lia etalons. 
Tehnica dozării ureei în. urină, Inainte de enalizá urina fil- 


„trată(luată din urina din 24 de ore) se diluează cu ser fiziolo- 

gic în raportul 1:25 sau 1:50. Determinarea ureei se înfăptuieşte 

după procedeul descris pentru serul sanguin, cu nme că în 

locul acestuia .se iau 0,1l ml urină diluatk. 

l Paralel se realizează proba etalon gi controlul reactivilor 

-ca si pentru dozarea ureei în serul senguin. r 
Calculul. cantității de. uree în urină din 24 de ore se face. 
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conform formulei: : 


E 0,005. V.d.10 


xz ce en 


E et* 9 1.1000. 


unde :X = cantitatoa de uree(g) în urina din 24 de ore ; 
y WW extincjia probei cu urină ; 
| NES extincjia probei etalon 3 
0, 005- cantitatea de uree(mg) în proba etalon ; 
V - volumul urinii(m1) din 24 de ore ; 
d = gradul de diluare(25. sau 50) ; 
1000-coeficient de transformare- a valorilor conținutului , de 
uree din mg în r2 


Observaţii i.l.Datorită instabilităjii n RAG colorat for- 
mat de uree cu diacetilmonoxina,năsurarea 'extincţiei trebuie să 
se facă în primele 15 minute după răcirea probelor. 
2.Dacă la determinarea ureei în urină, extincţiile obţinute 
depăgese valorile 0,13-0,15,s8e va nări gradul de diluare a urinii. 
3.Sensibilitatea mare: a „metodei reclamá sticlărie perfect cu- 
rată;simpla atingere cu mîna a. gurii eprubetei gi a virfului pipe- 
tei poate duce la valori eronate datorită urmelor de uree de pe 
piele. 


10.4.1.2.D02AREA UREEI PRIN METODA CU PARA- 
DIMETILAMINOBSNZALDEGIDA 
Această ies deosebit de simplă, puțin laborioasă gi 
“în privinţa specificităţii gi exactităţii nu este departe de alte 
metode, | | T f | E 
Principiul metodei.Prin interacţiunea ureei cu para-dimetil- . 
auinobenzaldehida în mediu acid rezultă un produs colorat în gal- . 
ben,care se determină colorimetric. 


A o 
. 


Reactivi.l. Soluţie de acid tricloracetic 105. 


2,Soluţie de` para-dimetilaminobenzaldehidii 4% în alcool eti- 
lic absolut sau 96%, 


5.Solugie de HCl 1 HN. 
4.Ámestec de soluţie de para-tinstilaxinobenzaldebidi(remc- 


tiv 2) cu soluţie de HCl 1 N(reactiv 5) în raportul 1:4.Acest 
amestec se prepară cu 2-5 ore înainte de începerea determinlrii. 
4.Solujie etalon de uree 20 ng$.Se a LE eub un strat de 
toluen. ; , 

Tehnica drterninării ureei în serul sangui „Intr-o. eprutetă 
de centrifugă se amestecă 1 ml ser sanguin sau plasmă cu 1 ml so- 
_Imţie de acid tricloracetic 10%.Se lasă în repaus 10 minute.Se 

centrifughează timp de 15 minute 1a 3000 rot. /nin. 

Intr-o eprubetă curată se transferă 1,5 ml supernatant gi se 
adaugă 2,5 nl reactiv 4.Se agită gi după 10 minute: se măsoară ex- 
tincţia probei faţă de apă bidistilată la un fotoelectrocolorime- 
tru,utilizînă filtrul albastru(produsul colorat are maximum de 
. absorbţie la 430 nm gi minimum la 475 nm).: " | 
| ' Paralel cu proba de cercetat se execută proba etalon,ameste- 
cînd 1 ml soluţie etalon de uree cu 1 nl soluţie de acid triclor- 
 acetic.Din amestecul obţinut se pipetează 1,5 ml gi se efectuea- 
" Peaciia de culoare ca la proba cu ser, | 


„Calculul rezultatelor. Conţinutul ureei sanguine se calculea- 
ză după formula : 


P Beer 
mg uree/100 ml ser(singe) »——— .50 , 
et 


e, 9 Xtinefia probei de cercetat ; 
e cextinejia probei etalon. 


„unde : E. 
TF so 

Tehnica determinării ureei în arin B.Urina de analizat se. ai 
lueazü cu apă distilată fn raportul de 1:50 sau 1:100.Se introdu- 
ce 1 ml urină într-un balon cotat de 100 sl, se mg tipi la 
„sem cu apă distilată gi se agită, 

Conţinutul ureei în urina diluată se determină după tehnica 
pentru ser.In locul soluției de acid tribut se adaugă apă 
distilată;nu. se centrifughează, | | 


Calculul rezultatelor. Nuzărul granelor de uree(X) în urina 
Sin 24 de ore -se află cu ajutorul formulei : 
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E____.V.0,225.2.å 
y 2 —9fLL————— y». 


E, 4 +1, 5+1000 
unde : E,,, - extinojia probei de cercetat ; 
Leta $ extincția probei etalon ; 


~ Y = volumul (ml) urinii din 24 de ore; 
d $ gradul de. diluare(50 sau 100) ; 
0, 225- mg de. uree în proba etalon $ 
1000 - coeficient de transformare în ge. 


Valori fiziologice. Concentrația. ureei ín serul sanguin nor- 
ma) - este cuprinsă între 20 gi 40 mg3. 
` ` In mod normal în volumul de urină din 24 de ore se elinină 
„20-35 g uree. 


Variatii fiziopatblogice. La Ner ic zs PR tite ana- 
lizei trebuie ţinut seama de faptul că alimentaţia bogată în pro- 
teine poate să determine | creşterea. concentraţiei ureei în sînge 
pînă la 50 ng%, iar dieta alimentară cu un conţinut scăzut de pro- 
' teine provoacă diminuarea nivelului. ureei pînă la 12 mg%e 

Intre alte stări fiziologice. însoţite de scăderea. valorii 
ureei în sînge se numără graviditatea. - 

In clinică determinarea cantitativă a pr a dobtndit o fn- 
 semnátate deosebită. pentru diagnosticul bolilor de rinichi. 
Valori crescute ale ureei sanguine se întîlnesc în insufi- 

cienţa renală, anuriile 'extrarenale, boala Addison, catabolismul in- 
tens al proteinelor,boli infecțioase. mufa ionului. de clor. 
din organiem,deshidratiüri ete. — 

Cantități scăzute. de uree în sînge ac constată fn cazul le- 

. £ürii profunde a  parenchinuluí hepatic, în insuficienţa hepatică 
acută, ciroză : decompensată ete. . 

Creşterea conţinutului. de uree în urină este caracteristică 
pentru anemia canceroasă, febră, dieta hiperprotâiică, intoxicații cu 
„fosfor; scăderea. cantităţii. de uree în urină se observă în nefrite, 
aie A Va hepatică acută, ciroză etc. 
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10.4.2. d CANTITATIVA A CRE CREATININEI 


Creatinina este un alt produs final. al metabolismului amino- 
acizilor,deoarece ea provine din creatină, care se sirtetizeazš 
din i ihoa deikiak gi metionină.Creatina(acidul mutilguani.- 
dinacetic) se găseşte în cantitate insemută în mugchi,unde ser- 
vegte drept precursor pentru sinteza creatinfosfatului , Compus. na~ 
croergic cu rol deosebit în fenomenele . chimice ale contracţiei 
musculara Creatinfosfatul, „după ce participă la chimismul contrac- 
iei musculare, pierde acidul fosforic gi se transform fn crea- 
tinină : 


EN=C — NHPO, E, | Lc - UH 
s oH ——. 750-0 + 3,PO 
! ee . 1,65 -6 5 4 


agită mâna astfel formată se elimină din organismul animal prin 
urină. | y 

„ Principiul metodei.Creatinina reacţionează cu forma enolică 
a acidului picric dfnd pieratul de creatinină care în mediu alca- 


lin se transformă în forma tautdmerá de culoare roşie (reacţia 
Jaffé) : i 


OH o 
N e ar N N—0H 
Er A 
NO2 NO2 | 
Acid picric Forma enolică a acidului picric 


intensitatea coloraţiei produsului fornat este proporționa- 
lá cu concentraţia creatininei în proba. de cercetat; 


Beactivi. le Solugie saturatü de acid picric. Se dizolvă 1,2 L3 
de acid picric în 100 ml apă distilată prin încălzire pe baia de. 
 apá.Se lasă în repaus timp de 24 de ore: la temperatura. cemerei 
gi se filtrează. 

CA Soluţie de hidroxid de sodiu. 10%. 

5, Soluţie de acid clorhidric 0,1 N. 
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NH — 
DC E 
N-OH* HN=C 

d 


N= CH. 
| 


|. CH3 
| 


Misi Picrat de creatinină 
4.Solufie stoc de creatinină „Acizi | Alcali : 
115 ng$ fn soluţie de. acid elorhi- T 
Arie 0,1 Ne 


5,Solutie standard de Po 
nini 1,15 mg$.Se diluează 1 nl sò- 
lujie stoc de creatinină la 100 ml 


EZN-—Na«C 
cu soluţie de HO 1 N. I 1 
N — CHa 
Tehnica determinării creati- l j 
ninei în serul sanguin. Intr-o i 
eprubetă de centrifugă se amestecă | , HO=c 


l ml de ser sanguin cu 3 ml solu- | 
fie saturată de acid picric.Se la- 
să în repaus timp de 5 minute, 
apoi eprubeta se introduce pentru 15-20 secunde într-o ede de 
apă. la fierbere.,Se|centrifugheazi 15 minute 1a 3000 rot./nmin. 

La 2 ml supernatant se adaugă 0,2 nl soluţie de NaOH 10$ gi 
so agită cu cu atenţie.Uneori după adăugarea soluţiei de hidroxid 
de sodiu poate să apară o ugoară opalescentá din cauza precipi- 
tării urmelor de fosfati.In acest caz supernatantul alcalinizat 
se centrifughează din noue 

Paralel cu proba de cercetat se efectuează proba. standard gi 
a probă de control pentru reactivi. 

Proba standard se execută astfel : se anestecă 0,1 ml solufie 
“ standard de creatinină cu 1, ,5 ml soluţie saturată de acid picric, 
0,2 ml soluţie de NaOH 10% gi 0,4 ml de apă distilată, 

Proba de control se prepară din 1,5 ml soluţie saturată de 
acid picric, 0, 2 ml soluţie de NaOH gi O ;9 ml de apă distilatK. - 

După 10 iiis de la adăugarea soluţiei de hidroxid de sodiu, 


Forma tautoneră a picra- 
tului | de creatinină 
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.extinctiile probelor de ccrcetat gi standard se determină la 520 
nm(fili»u verde),faţă de proba de control. 


| Calculul rezultatelor se face cu formula :- 


mg ereatinini/100 ml ser r aprobă x 2,130, 
Estandard 


unde : E rop -extincjia probei cu ser ; 
E candard ^ setată a. aiaa 


Tehnica dozării creatininci în urină.Se colectează urina pe 
24 ore,amestecindu-ee gi: másurfndu-se volumul. Din această: canti- 
tate se ia O ,25 ml gi se diluează cu apá distilată la 25 ml. Sel 
„pipeteară 1 ml urină diluată într-o eprubetă, se adaugă 1,5 ml sgo- 
luţie saturată de acid picric şi 0,2 ml soluţie de hidroxid de 
 Ssodiu.Se agită şi se lasă în repaus 10 minute,timp în care crea- 
tinina se transformă - în picrat. Se completează volumul probei la 5 


` -ml cu apă distilată(2, 5 ml). 


;, Paralel cu proba de cercetat se prepară o probă standard în 
este urina diluată se înlocuieşte cu 1 ml soluţie standard do) 
creatinină. 
- Proba de control se obţine amestecind 1,5 ml soluţie de acid 
picric cu 0,2 ml solujie de NaOH, gi 5,5 ml apă distilată. 
Extincjiile probei cu urină gi probei standard se măsoară la 
520 nz(filtru verde) faţă de proba de. control. 


culul rezultatelor, Pentru IMS se va folosi următorrea 
NV 


cep 0,0115.25.Y 
Bat +0925+1000 . 


[4 creatinină/24 ore = 


unde : E p ^ extincţia probei cu urină ; 
- extincţia probei standard ; 
Y - volumul urinei pe 24 ore. 
Observaţii.1. Măsurarea extincţiilor probelor trebuie făcută 


în primele 20 minute de la adăugarea. soluţiei de hidroxid de sc- 
diu. 
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?.In calitate de conservant pentru urină se poate folosi ti- 
molul şi toluenul, care nu importuneazi determinarea creatininei. 


' Yalori normale. Conţinutul de creatinină în serul. sanguin 
| oscilează între 0,4 gi 1,5 ng/100 nl. Urina din 24 de ore goi ine 
m 5-2g de creatinin&.' 


ariajfii Pasos a peer Dead ec Q cantităţii de eréatinink 


T DER. gi în urină se observă după 'un consum excesiv de alimen- 
te bogate în proteine: gi efortul muscular susţinut, în irc re a 
ja renală, distrofia musculară progresiv ete, ` 


Bibliografie 14,7,17,18,20,25,29,32,36,41,44,45,46,47,49 


11. PROTEINELE COMPLEXE SI METABOLISMUL LOR 
Proteinele compexe sau conjugate ,numite,de asemenea, hetero- 
proteine, sînt alcătuite din proteine simple. gi o grupare proste- 
tici neproteică, Intre heteroproteine eu o însemnătate Midlagi că - 
deosebită —— gi cronoproteinele. 


Il. le ceace? NUCLZOPR OTEINELOR 


Nucleoproteinele reprezintă complecgi ai proteinelor simpie 
cu acizii nucleici, Ultimii joacă rol esenţial zn conservarea şi 
transmiterea informaţiei genetice,care se rdalizează în organis- 
mul viu pe calea sintezei proteinelor specifice. 4 

 -Acizii nucleici sînt substanţe polimere, macromoleculare, 
constituite prin repetarea multiplă a cîtorva monomeri de bază 
numiți mononucleotide sau simplu nucleotide. Există două tipuri 
de acizi nucleici: acidul dezoxiribonuelei c (ADN) gi acidul ribo- 
nucleic(ARN) care se deosebesc după etructura lor chimică. 

„Unitatea Ronomeră a ADN. este dezoxiribonucleotida. Drept com- 
ponent glucidic în dezoxiribonueleotidele ADN intrü pentoza 2- 
dezoxi- A -D-ribofuranoza.In calitate de baze azoțate represent înd 
agliconii, în marea majoritate a nucleotidelor ADN ge intflnesc 4 
compugi heterociclici cu răspîndire universală : adenina(6-amino- 
purina) &uanina(2-emino-6-hidroxipurina), citozina(2-hidroxi-6- 
 aminopirimidina) gi timina(2 ,6-dihidroxi-5-metilpirimidina). De- 
zoxiribonucleotidele se unesc între ele prin legături 5, 5 -fosfo- 
diesterice. 

Unitatea monomeră a ARN este ribonueleotida.Toate. ribonrele- 
otidele contin pentosa E -D-riboza în forma Pe -feranozici. ARN 
include fn structura sa două baze purinice(sdenina gi gucnina) 
gi două baze pirimidinice(citozina gi uracilul sac 2 ,6-dihidrozi- 
pirimidina).In catena ARN mitemcieot isi. sint înlănţuite. prin 
legături 3 ,5'-fosfodiesterice, 
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11.1.1.D2TERMINAREA ADN 


A 


.ADN. constituie substratul material a eredității. la najorita-. 


"i tea. organismelor vii.In celulele eucariote majoritatea ADN. este 


concentrată . în nucleul celular. ADN s-a „descoperit, de. asemenoá,fn 
een mitocondrii gi - iiri 


„12 1.1.1. DETERMINAREA COM CENTRATIEI AD - 
PRIN METODA BURTON | 


Principiul metodei. Această metodi reprezintă. o modificaţie 
a: metodei: Dische pentru determinarea cantitativă a ADN după reac-. 
fia de culoare cu difenilamina în amestec de. acid acetic gi acid . 
sulfuric la 1009 C.Sensibilitatea metodei: a fost crescută de Bur- 
ton prin introducerea în reacție a acidului perclorie gi acetal- 
dehidei, urmată de incubarea amestecului timp de 17 ore la 30° C. 


Reactivi.l. Solufie de difenilanină, Se dizolvă 1,5 g de dife-. 
, nilamină în 100 ml acid acetic glacial gi la soluţia obţinută se 
adaugă 1,5 m. HS0} concentrat. Reactivul se păstrează la întune- 
ric. Inainte de întrebuințare 20 ml.solutgie de difenilanină se 
amestecă cu 0,1 nl soluţie apoasă de acetaldehidă 1,6%. 

2.Solutie de acid percloric(HClO, )1 N. 

5. Solujie. "sare-citrat".Se MINI i 10 volume de soluţie de 
NaCl 1,54 cu l volum soluţie đe. citrat trisodic O 5,19 M. 

4. Solujie standard de ADN,Pentru obţinerea soluţiei tandad 
de ADN, necesară la. construirea curbei etslon,se- pot folosi prepa- 
rate macromoleculare de ADN din timusul de vițel sau din sperma de 
somon. Peste 1 mg de ADN se: toarnă. a nl apă distilată gi se lasă 
24 de ore în frigider.La gelul de ADN se adaugá. apă. şi soluţie 

"sare-Citrat"(reactiv 3) înctt să se obţină 5-6 al soluţie de ADN.. 
Scuturínd de niv da ori eprubeta se reuşeşte dizolvarea completă: 


"a ADN.. 


Soluţia standard de ADN se poate pregăti plecfnd de la o 20- 
luţie stoc de ADN,care se objine prin dizolvarea ADN fn solutie 
de.NaOH 5 TN ca concentraţia ADN în soluție să fie de O xD 
1,0 ng/ml.La OC soluţia stoc de ADN este stabil5 timp de 6 luni. 
Soluţiile Standard de ADN se carta lunsr,smestecfnd volume 
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 egale de soluţie stoc de ADN gi soluţie de aao, 1l N.Acest ames- 
tec se încălzeşte la 70?C timp.de 15 minute şi se diluează cu ` 
soluţie de HCLO, 0,5 X pînă la concentraţia necesară. | 
dines tiniin exactă a soluţiei standard de ADN gc determină. 
spectrofotometric. prin metoda Spirin.In acest scop 0, 1 al solu- m 
tie standard da ADN se diluează la 3 ml cu soluţie da HC10, 0,5N 
` gi se introduc timp de 15 minute într-o baie de apă la Pietei. 
Drept rezultat se produce hidroliza completă a ADN în dezoxiri-. 
bonueleotide.Proba se răceşte gi se măsoară extincfia soluţiei 
la 270 gi 290 nm faţă de un control. tratat identic, Concentrația i 
ADN în soluţia analizată se calculează apei formula : 


Ž270- TE ln 
0,19 

„unde: Cipy” eoncentrejia AM, tn micrograme/ml ; | f 

E240-290 - diferenţa extineţiilor la 270 gi 290 nm ; | 

m - gradul de diluare a soluţiei standard de ADN în probă.. 

Modul de lucru. Inainte de efectuarea reacției de culoare, 
„soluţia de ADN se diluează cu un volum egal de soluţie de RO, 
l N gi se supune hidrolizei timp de 20 minute la 80?C.la l ml 
hidrolizat acid conjintnd 5-80 micrograme de ADI, ae adàugá 2 ml 
soluţie de — gi proba se lasă timp àe 17 ore într-un 
termostat la 50? C. Intensitatea culorii amestecului de reacţie. pe 
determină cu ajutorul spectrofotometrului la 600 nm „faţă de: pro- 
ba de control conținînd în locul soluției de ADN soluţie de HCLO; 
le) 5 N care s-a incubat în condiţii identice. 


Calculul rezultate elor, Concentrația ADN în probă se estimează 
' după. curba etalon. Aceasta se obţine tratînd cantităţi de la i la 


50 ni crograme de. - la fel cu proba de cercetate 
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11.1.1.2. DETERMINAREA ADN PRIN METODA BURTON 


w-—  —  — A 9 


IN MODIFI TIA A LUI GILES SI MYERS 


"Gies şi Myers au ridieat sensibilitatea metodei, měrind con- 
centrafía difenilaminei pînă la 4% gi scăzînd intensitatea culo- 


. rii controlului. Pentru aceasta din compoziţia reactivului dife- 


nilaminic a fost exclus acidul sulfur ic; aciditatea sistemului a 
rămas nemodificată datorită creşterii concentraţiei acidului per- 
cloric de la 0,5 1a 1,0 N.Acetaldehida se adaugă direct în probe. 
Prin incubarea probelor cu difenilamină 4% adesea se produce 
precipitarea impurităților existente în preparatele de ADN obji- 


nute din obiectele vegetale. Această sursă de eroare se poate anu- 


la dacă se determină diferenţa extincţiilor la 595 gi 700 nm şi 
se construieşte curba etalon "concentrajia ADN-diferenja $595-100* 


Renctiyi.l.Solufie de difenilanink 4% in acid acetic glaci- 
al.Se prepară înainte de întrebrinţare. 
2,Soluţie de acetaldehid 1,6 mg/ml în apă distilată, Se pës- 


„trează în flacon de culoare închisă la frigider, 


Modul de luoru.la 2 ml hidrolizat de ADN se Popa 2 ml so- 
luţie de difenilamină 4% gi 0,1 ml soluţie de. acetaldehidă. Probe- 
le se incubează la 30°C timp de 17 ore. Extincjia PES colo- 
rate se măsoară la 595 gi 700 nm. 


Calculul rezultatelor. mE ADN în probă sa află fo- 


losind curba de etalonare, 


N ci tica CONCENTRATIBI ARN 


“Principiul metodei.Prin încălzirea soluţiei de ARN în pre- 
zenţa orcinolului,HCl gi FeCl; (catalizator) se dezvoltă o culoare 


verde, 


Reactivi. 1, Solujie de orcinol seu orcink(5-neti1rezorci.: ) 
6% în etanol 96%.Se prepară în momentul utilizării, 

2,5olugíe de Fell g. 55130 9,05% în acid clorhidric enacentrat 

5.Solujie fore: de ÁRNM.Mai intfi se prepară o wolugie ae 
AHN 0,09%. Cantitatea de ARN se dizolvă ?nír-us s de saluia de 


B. 


m: 


NaON 1 N gi ae inst la temperatura camerei isp de l-7 orte 
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Soluţia de ARN se neutralizeazá cu soluţie de HC10, gi se dilu- 

ează pînă la 50-80 micrograme/ml cu soluţie de HC10, 0,5 N.Pentru 
determinarea concentraţiei finale a ARN,cu ajutorul metodei Spi- 
.rin,un volum determinat de soluţie conținînd 10-30 nicrograme de 

ARN se diluează la 5 al cu soluţie de HC10, 0,5 N gi se hidroli- 
zează pe baie 1e apă la fierbere fn decurs de 15 minute.Proba se | 
| răceşte la temperatura camerei gi se măsoară extincţia soluţiei 
la 270 gi 290 nm faţă de un control realizat în mod analog. Con- 
centraţia ARN se calculează după formula :: 


C i A5510-299*10,5.n 
ARN 0,19 


unde : C,gy ^ concentraţia. ARN, în micrograme/ml ; 
AE270-290 - diferenţa extincţiilor la 270 şi 290 nm ; 
n = gradul de diluare a soluţiei standard de ARN în probă. 


Modul de lucru, Intr-o eprubetă termorezistontă cu glif se 
introduce 1 ml probă conţinîna 20-400 nicrograne ARN, se adaugă 1 
ml soluţie de FeCl, gi 0,1 ml soluţie de orcinol.Amestecul se tn- 
. cáizegte în baia de apă la fierbere timp de 20 minute gi apoi se 
răceşte într-o baie cu gheaţă. Culoarea verde dezvoltată se stabi- 
lizează prin adăugarea a 0,9 nl etanol 96X.Extinctia probelor se 
determină cu ajutorul spactrofotometrului la 650 nm faţă de con- 
trolul corespunzător. l 


l Calculul rezultatelor, Concentrația ARN se apreciază după 


curba de etalonare construită cu soluția standard. 


11.1.3.DETERMINAREA CANTITATIVA A ACIDULUI URIC 

Acidul uric este produsul final al catabolismului bazelor 
purinice(fig.11.1) rezultate prin hidroliza enzimatică a acizilor 
nucleici în organismul omului gi primatelor,La unele reptila 
(gerpi,goptrle). gi la păsări azotul se eliminá din organism în 
principal sub formă de acid uric.Eliberarea bazelor purinice din 
molecula acizilor nucleici are loc conform următoarei secvente de 
reactii : 


^2 
a 

v 
i 


Nucleaze r^  Nucleotidaze 
Acizii nucleici — € Mononugleotide OT—— 


Nucleozidaze | 
' Nueleozide pL temelia) Adenină +. - Guanink 


H20 . NH3 
Adenin= 
zamíánaza 
Rer A l 
kantina 
o 
e te $3 NES 
0 N ; i 
1 4r SIBI SIME eti | 
Forma cetonică s Forma  enolicà 


Acid wic - 


Fig.ll.l.Catabolizarea bazelor purinice la acid uric 
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11.1.5.1.29024324 ACIDULUI URIC IN SING E 


Principiul metodei.Acidul uric reduce,în mediu alcalin,rej- 
astizauă fosfowolframic(reactivul Folin) la un complex de culoare 
albastră.Prin această reacţie acidul uric esto oxidat în alanto- 
ină şi dioxid de carbon .: 


H 


w^ Ys: Oxidore H2N ad X »* 
PK ELLE 
om zd . =o VA 
: "M. ond 
Acid uric ; Alantoinà 

Intensitatea culorii diii format „proporţională cu. 
concentraţia acidului urie în proba de analizat ge determină co- 
lorimnetric. 

Reactiyi.l.Reactiv foefowolframic(reactiy Tolin). Se ameste- 
că 10 g wolframat de sodiu cu 75 ml apă distilată gi 8 ml acid 
ortofosforic 85% fntr-un balon de 200-250 ml. La balon se adap- 
teazá un refrigerent ascendent gi se fierbe conţinutul timp de' 
4-6 ore.Dupá fierbere soluţia din balon devine incoloră. Dacă 80- 
luţia nu se decolorează, se adaugă 1-2 picături de brome Pentru 
îndepărtarea excesului de brom soluţia se fierbe fără refrige- 
rent timp de 10-15 minute. După răcire soluţia din balon se 
transvazează într-un. balon cotat de 100 m* gi se completează vo- | 
lumul la semn cu apă distilată, 

2eSoluţie de acid tricloracetic 20%. 

5.Solujie stoc de acid uric 20 mg$.Se introdue 100 mg de 
acid uric într-uh balon cotat de 500 ml gi se adaugă 25 ml solu- 
ție de carbonat de litiu 0,5% gi 25 ml de apă distilată.După ia 
zolvarea acidului uric se pipetează în balon 12 „5 ml formol şi 
se completează volumul la semn cu apă distilată. Soluţia de aciă 
uric. este stabilă aproximativ o lună de zile. . 

"4.Solufie. etalon de acid uric 2 mgb. Se mq l al soluţie 
stoc de aciă uric 20% la 10 ml cu apă conim eat de soluţie 
etalon confine O „02 mg de acid uric, by 5e 5 e. 

5.Solufie satura: | de carbonat de sodiu. 
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Modul de luoru.Intr-o eprubetă de centrifugă se măsoară l ml 
` de ser sanguin,2 ml de apă distilată gi 1 ml soluţie de acid tri- 
cloracetic. Conţinutul eprubetei se amestecă prin scuturarea ugoa- 
rá a acesteia gi se lasă la temperatura camerei 15 minute. Apoi 

se centrifugheazá la 3000 rot,/min,,timp de 15 minute, Succesiunea 
ulterioară a operaţiilor este indicată în tabelul 11.1. 


Li 


 mabelul l.l. 


Reactivi : ioi Probă| . Etalon Control 


PU a A T A EE Sp. ena MES E ON MN 
Supernatant ml "e re E 2,9 - -= 
Soluţie etalon de acid uric,ml -. 0,5 Š 
Solagie de acid tricloracetic,ml - 0,5 0,5 

: Apă distilath,ml ni e. 1,0 1,5 

 Solugie saturată de Na,00,,nl — e aS a m. 99 
Reactiv fosfowolframic,ml. >  . 0,1 041 0,1 


Se agită gi se lasá 10 minute la temperatura camerei,Se de- 
dermin extincţia probei cu ser gi a | etalonului „faţă de control, 
1a 710 nn. 


Calculul rezultatelor se efectuează după formula : 


mg acid urie/100 nl ser pros | .0 „014.100 l 
Petalon - 


, unde :  Eproba”extineia probei cu ser ; 


Eetalon 


4 


-extinejia etalonului . 


11.1.5.2. DOZAREA ACIDULUI URIC|IN URINA 


Pentru principiul metodei şi reactivi vezi "Dozarea acidului 
uric fn. sînge“. 


" Modul de de Talie: tie din 24 de ore se Feoclteaal într-un vas 
cu 10 ml hidroxid de sodiu 10% pentru a  fmpedica precipitarea 
urajilor.Se diluează 1: nl urină la 10 ml cu apă dintilată, 

La 0,2 ml urină diluatà. se adaugă i, B.ml apă distilatá,O,9 ml 


eap a saturată de carbonat de wu gi 0,1 ml reactiv fostowol-: 


ua 250.- 


framic.Se amestecă gi se lasă în repaus 10 minute. ! 

In paralel se prepară un etalon gi un control in edipi 
identice. , 

Se năsoară aztinoţia probei cu urină " & etalopului,faji: de 
control,la 710 nm. 


Calculul rezultatelor. Ooncentrajia acidului urie în e A 
din 24 de ore va fi : 


m& acid er 2i ore = LS x0,01x i XV» 
Betalon | 


vnda t: E prebk ^ extincjia probei cu wid. 
| — extincţia etalonului j 
V=- volumul (a1) urinii din 24 ore. 


Importanţa practică a d ozăr ii acidului FP e Pen norma- 


le ale concentraţiei acidului uric sînt de 2-5 mg/100 ml ser san- 
&uin gi de 400-700 ng/volunul de urină din 24 de ore. 

Creşterea cantităţii de acid uric în sînge şi în arină se 
constată după o alimentaţie bogati în purine. 

Dozarea acidului uric în sînge gi urină are c deosebită in- 
 semnátate pentru aiagnosticarea staáiilor iniţiale ale ipi de 
rinichi gi gutei. 

Conţinutul de acid uric în sînge şi urină regte într-o se- 
rie de stiri patologice, corelate cu catabolizarea intensă a nu- 
cleoproteinelor:leucemii după radioterapie, leucopenie, policitenie, 
insuficienţă renală „alergie, intoxicații cu pluab gi mercur, 

Scăderea nivelului acidului uric în serul sanguin gi urină 
se observă în anemii „după . adzinistrarea de medicamente uricozuri- 
ce etc. ; : 


ll. 2. STUDIUL GeOMOPROTEINBLOR - 


| Qromoproteinele sînt proteine. complexe Sad: drept. grupare 
'prostetici diferite netalporfirine.Ca reprezentanţi tipici.ai 
cromopreteinelor se menționează hemoglobinele, ,nioglobinele,cloro- 
plastina,unele oxidoreductaze(catalazü,peroridazà, ci toeroni) etc. 


11.2. l. DOZAREA BILIRUBINEI pt SINGE 


i Bilirubina. se forneazÁ în organiszul umen gi eel prin ca- 
| tabolizarea aea E sistemul ic itin, 
splină etc. .— 

La. început nucleul SPRF din molecula hemoglobinei su- 
ferü o scindare oxidativá la nivelul grupei . oc-metinice dintre 
. ciclurile pirolice I gi II ale hemului,cu oxidarea simultană a 
fierului bivalent în trivalent.In urma acestei transformüri oxi- 
dative apare o substanţă de culcare verde, numită verdoglobină sau 
coleglobină, care pe lîngă. nucleul porfirinic deschis conţine încă 
 globina şi fierul trivalent. In fazele urmátoare ale procesului 
catabolic. verdoglobina pierde atomul de fier gi globina.Ca rezul- 
tat se formează un pigment. biliar,de culoare verde,numit biliver- 
dina.Prin reducerea enzimatică a biliverdinei ia nagtere biliru- 
bina, substanţă colorată în rogu,care constituie principalul pig-. 
ment al bilei gi un component normal al. sîngelui, Schematic proce- 
sul de catabolizare a > festos în bilirubiná esto redat in 
fig.ll. 2, | 

Bilirubina liberă din sînge,datorită insolubilităţii ei în 
apă,nu trece în urină.Acoastă bilirubină liberă se nume gt.e. biliru- 
bină indirectă sau extrahepatică.Din sînge bilirubina liberă pă- 
trunde în ficat,unde se conjugi, în marea ei majoritate cu acidul 
uridinâifostat-glucuronic,rezultiînă astfel glucuronidbilirubina gi 
diglucuronidbilirubina.Bilirubina conjugată, cunoscută sub numele 
. de bilirubină directă sau hepatică. posedă o solubilitate bună în 
apă.Datorită acesteia,bilirubina directă este exeretată prin bilă 
în duoden gi de aici trece în intestinul subfire,unde este trans- 
formată în continuare în alţi pigmenţi biliari. 

Concentrația sanguină de bilirubină constantă în condiţii 
normale, poate să. crească în diferite forme de icter.Nivelul 
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sanguin al bilirubinei, agor. de urmărit PRE C oferă on 
test comod pentru explorarea stirii fundamentale a ficatului. 


metodei.Prin interacțiunea acidului sulfanilio 
cu azotitul de sodiu. se formează acidul diazofenilsulfonic(acid 
: diazosulfanilic) t 
80,8- CH -1E +a — n 
[1055-7] a ja” + 3m e eno, ——. 
— [osagt ona + Baal + 2820 


/. Acidul diasofenilsulfonie roacjioneasă ca bilirubina directă . 


(conjugată) din aerul sanguin gi rezultă azobilirubina care, în 

| medin neutru, este colorată în raga purpuriu. Tratarea serului san- 
guin ou reactivul cofeinic. conferă bilirubinei indirecte(libere) 
` solubilitate, ceea - -09-1 permite sk reacționeze ca acidul diaszo-. 
sulfanilic.Intensitatea colorii azobilirubinei în mediu alcalin 
este proporţională cu bilirubina totală(directă gi indirectă), 
Soăzînă din bilirubina totală pe con directi se află conţinutul | 
de bilirubini indirect. 


 Beaetivi. l.Solutie: de ació. solfenilio 29 mM în soiuţie de 
acid clorhidric 0,17. KN.Se. dizolvă 0,5 g acid: sulfsnilic în. 30-40 


| ml apă distilată şi se adaugă. 1,5 nl acid clorhidric concentrate 


“Dacă acidul sulfenilio: ee: dizolvă grpu,se. poate încălzi pe: baie 
de apii. După dizolvarea completă a: acidulni salfsnilic gi răcirea 
soluţiei se. completează volumul ei 3a. 100 ml eu apă distilată. 

` "2.Solugie de nitrit de. sodiu 0,012. M.Se dizolvă 9,5 g nitrit 
, de sodiu(NaNO,) ) 1n 100 ml apă distilată, : 
| 5.Diazoreaotiv.Se. prepară în momeatul întrebuințări amo. 
tectnd 10 ml soluţie de acid sulfanilic(reactiv 1) ea 0,5 ml so- 
ilutíe de nitrit de sodiu(reactiv o AEN 

-4.Beactiv eofsinic.Selutia A: soluţie de eabeănă: 5,23 M fa 

soluţie de benzoat. de. sodiu 0,156 M.Se dizolvă 10. g cofeink gi 
15 g benzoat de sodiu în 90 ml apii distilată: prin fmclisire pe . 
baia de apă.După răcire se completează volumul. soluţiei Je 100. 
se i APA dE 
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Reactivul cofeinie. se. prepară extemporaneu prin anectecare de 
E volume egale: a. soluţiilor Aşi Be - | 
l „De5olmţie de tartrat de -sodiu gi poitedi 0, „93. x în. soluţie 
de NaOH: 1,9 .Se dizolvă 15 g. tartrat de sodiu gi petasiu(sare 
 Seignstte) gi 7,5& -NaOH.1n 100 ml apk distilată. 4 

6. Soluţia de: Bacı 0,9%. 


L eth i qeevieteberee irati stea. on e qux 
bete s se măsoară următorii reactivi : 


A MU ai 0,25 — 0,25. 

- Reactiv cofeinio,nl: 1,0 p" 
Soluţie de NaCl,ml LS 0,25 
Diazoreactiv,al 0,25. -re 


l Se agită eprubetele,; se lesă 10-30 minute la tezperatura ca- 
nerei,apoi se adaugă în fiecare probă cîte 1 al soluție de tar- 
trat alcalin(reactiv 5). eau 
Se agită conţinutul eprubetelor gi: după 5-70 minute se o 

tena mala probei faţă de martor la 600 na. l 


terminarea bilirubinei directe(conjugate). In două eprubete 


Be Prang pct ra de reactivi menţionate mai jos: 


Probi ^ Martor 
Ser ssnguin,n1 DINER Y 
Solugie de NaCl,ml1 (4429 0, £99) 
Diazoreactiy,ml . 0,25 d hee 


Se agită, se lasă la. temperatura REB: exect 5 minute e s 
citegte extinoţia probei faţă de martor la 530 nm. . 


Calculul resultatelor.Ooeficienjii de extimcfio procentualk 
ai azobilirubinei la 600 gi 530 nm sînt egali Cu 1150 gi reapec- 


4 550 ai i ; 
tiv 945.De aici 2400 eo i «1,15 gi Ei^me/100g1 7 0,945. 
' Cantitatea de bilirubin& totală în 100 ml ser sanguin se af- 
` JA ca ajutorul -formuloi : i 


| 600 | 
ag bilirubiná/100 ml -is Ze 
4 3 ) 
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Pentru aluo conținutului de bilirubină directă se fe 
.losegte formula : 


„530 
E 
ng bilirsbint/100 ml x 5m - 


Nivelul bilirubinei libere. în serul cititi se.află scăzină 
valoarea bilirubinei directe din cea a bilirubinei legate. 


Obeervatii.1. Dozarea bilirubinei se efectuează. fn sor nehe- 
molizat gi la cel mult două ore de la recoltarea serului. 
i 2.In cazul unei concentraţii ridicate de bilirubină serul 
sanguin se diluează 1/2-1/4 cu soluţie de Na O cod rezulta- 
tul se înmulţegte cu factorul de dilutie. 


| Importanţa practică. Concentrația bilirubinei totale în sîn- 
gele omului sănătos este de pînă la 1 mg/100. ml ser. Conţinutul 
bilirubinei conjugate (directe) poate să. atingă valoarea de 0,25 
 mg/100 ml ser.Bilirubina liberă(indirectă) se.aflK prin. scăderea 
“valorii bilirubinei conjugate din cea a bilirubinei totale. 

" Determinarea bilirubirei totale şi a fracjiilor ei prezintă 
o mare însemnătate clinică ,ajutind în stabilirea never. 
diferitelor boli. 

» Ioterele hepatíce(iépatité, ciroge) sînt însoţite ð de creg- 
teroa conţinutului de bilirubină totală gi condugată.0 oarecare. 
creştere a cantităţii de bilirubină liberă se observă în insufi- 
cienţa hepatică, 


Bibliografie :5,20,21,29,55,45 


12.V1745 INE SI HO RMONI 
12.1.DETERMINARZA VITAMINELOR 


Vitauinele reprezint substanțe: organice biologio active, ca 
structură chimi^á variată gi masă moleculară relativ. mici, care 
sînt absolut necesare pentru desfăşurarea normală. a. proceselor 
 biologice,inclusiv biochimice în organismul viu,precun gi a func- 
viilor organelor acestuia, 

Multe vitamine intră în compoziţia enzimelor bi cosponente, 
condigionfnd activitatea catalitică a acestora. 

Unele organisme,de exemplu,nicroorganismele gi plantele: pot . 
sintetiza toate vitaminele. necesare lor.Organismele aninale, cu 
puţine excepţii,nu au capacitatea: de a sintetiza. vitsmine.Omul ‘obe 
ține vitaminele din produsele alisintare tai animalele 1e primesc 
cu furajele. E 

Determinarea vitaminelor în plante gi animale se cere ín 
prinul rínd pentru aprecierea valorii nutritive gi furajere a pro- 
duselor de provenienţă vegetală sau animalk. 

Comparativ cu alţi compuşi biochinici (glucide, de ei 
acilgliceroli etc.),vitaminele se găsesc în tesuturile vegetale gi 
animale în cantităţi foarte nici. Diferite vitamine,ca de exemplu, 
vitaminele A gi D se intflnesc în țesuturile vii sub formá de pre- 
cursori numiți provitamine. 


12.1.1.DOZAREA CAROTENILOR | 

Carotenii sau provitaminele A aparjin grupei carotenoidelor 
care sint pigmenți de culoare galben-portocaliu,alcátuifi din res- 
turi izoprenice.Degi carotenii au o largă rüspindire în regnul yee 
getal gi animal,ei pot fi sintetizaţi numai de plante. 

Din punct de vedere structural carotenii sint hidrocarburi 
nesaturate, avînd la capătul catenei alifatice cel puţin un ciclu 
parţial saturet.In natură carotenii există sub formë de 5 isomeri, 
care se ne prin literele alfabetului grecesc.Introdugi cu 
alimentele “în organismul animal carotenii sînt. scindaţi enzimatic 
în vitamină A + Cea nai mare activitate biologică — poe 
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nul,a cărui scindare eonduos la 2 molecule de vitanină 4. 


ES S, ne 


ana Ps ara aas ao aam bar. 


Re; | 
| Vitamina. d 


Qarotenii nu se dizolvă în trb ei fn mii patuit PR. 
(eter,acetoni, alcool). 


„Dozarea cerotenilor în plantè 


Principiul met odei Materialul vegetal se. Aritureazü ca un 
amestec de sulfat de sodiu anhidru gi oxid de caleiu, care retin 
substanțele’ colorate ín afară de- caroteni. Pentru. a preveni des- 
compunerea carotenilor în mediu acid sọ adaugă la amestec carbo- 
mat de sodiu anhidru. Carotenii din amestecul triturat se extrag 
cu: acetonă gi eter de petrol seu benzină. In extractul obţinut ze 
determină colorimetric, direct sau. după o prealabilă puri fi care 
cromatograficá pe coloană. cu oxid de. aluminiu. conţinutul de cero- 
teni în materialul analizat. 


Reactivi.l.Acetonk petas 
. ?,Hexan p.a. 


5,S9ulfat da solin Gee MA p.a. 

4.Oxid de calciu.. P p e 

5. Carbonat de calciu siiil — OHNE 

6.Eter de petrol(p.f.55-TO?C) seu benzină eu = pF To-ao*o, 

T.Posfat diealcic p.a. 

8.Solujie etalon de szobenzen.Se dizolvă 24, 5 mg de PR 
zen(recristalizat din alcool etilic) în 100 ml de etanol 96%. In- 
tensitatea culorii acestei soluții corespunó^ cu cea a unei 
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soluții — 0, 00235 mg caroten — al. 

9.Solujie etalon de dicromat 4e. potasiu. Se aisolvă 72 mg de 
dicromat de potasiu în 100 ml apă dintilatk.Eztinefia acestei 
soluţii area zau cani conținut de. 0,00416 ag: caroten în 1 ml. 


Modul de lncru.Srtractia produeelor yegetele uscate. Intr-un 
flacon conic cu dop rodat se istroduce o oentitate exact cíntüri- 


. tă de material vogetal mărunți t eft mai fin posibil:la un conți- | 
nut în caroten mai mare de 10 ng$ se va luel g material, la 5ag%. 
as vor lua 2 g qi 4 g la un conținut mei mic de 5 ag%:So adaugă 
'50 ml amestec de acotonă ou hexan(3: 7) gi se lasă la tempuratura 
 eamerei,timp do 15-24 ore,la întuneric. 

Extractul se filtrează. prin decantare într-un valon cotat 
de 100 ml conținînd 9 ml acetonă,se spală residuul de cîteva ori. 
cu volume nici de hexan gi se completează la sean cu acelagi sol- 
vent, 


Extraciia patorialuluii vegetal proaspát.O probă de 0,1-10 & ; 
„(în funcție de conţinutul presupus de caroteni) din materialul 
vegetal proaspăt, în prealabil mărunți t , se triturează într-un mo- i 
. jar. cu o cantitate dublă fn greutate de nisip de cuarţ sau. stic- 
14 pisată,pînă la completa dispariţie a elementelor structurale . 
vegetale gi obţinerea unui amestec. omogen. Intructt carotenii sînt 
instabili la pH acid; în timpul no jarării se adaugă un virf de. 
spatulă de carbonat. de sodiu anhidru pentru neutralizarea acizi- 
lor.De asenenea,se adaugă o cantitate de sulfat de sodiu anhidra 
— sai egală cu aceea a probei. cîntărite cu scopul de a fixa 

apa din materialul! vegetal gi o cantitate echivalentă da oxid de. 
Bu ioci reținerea clorofilei gi xentofilei,Amestecul. 89 Ro- 
dee IA 0 pato tano: vult ta koere galden- 
verzuie, 

In mojar se pipeteasă 5-20 ml de acetonă - — se. continuă no- 
jararea tacă. cîteva ninute.Apoi conţinutul mojarului se trece 
cantitativ. într-un pahar Berzelius de. 50 ml sau într-o sprubeti, 
 spKlind mojerul de zai multe ori cu cantităţi mici de acetoriă. 
După ce materialul se lasă timp de 15-20 minute în contact cu 
acstoha, se vars* artractul acetonic,prin decantare, într-o pîlnie 
de separare. Se repeti extracția materialului din pahar sau epru=. 
€ i ced cantităţi misi de acetonă de 4-10 ori,»fn& cînd acetona 
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folosită în acest scop ríaine i MNT 

(^ Extractul acetonio din pilnia. de separare se amesteci cu 
10-20 al de benzină sau eter de. petrol.Acetona din. amestec se ine 
depărtează prin spălare ou "apă distilat É.Ia acest. Scop ` 2e intro-. 
"due în pflnia de separare 10-20 ml apă distilată. şi. se agită . 
ugor.Se. aşteaptă cîteva minute pînă are 100. separarea distincti 
a două straturi de lichide. Stratul inferior apono-acetonio. ss. 
elinină din pilnie cu atenție. So repetă spălarea . extraetului din. 
pilnie cu apă încă de 2-5. ori. Ca rezultat. carotenii trec complst 
fn sratul de benzină sau de eter de patrol. 

Soluţia. benzinică sau. eterică de caroteni T Ec de urie- 
le ds apă prin amestecare cu 1-5 g de sul fat de. sodiu anhiâru, 
urmată de filtrare.Ila filtratul obţinut so. adaugă O,5-1g de Tos- 
fat dicalcio pentru izolarea clorofilei. gi xentofilei. Solujia de 
oaroten!. se filtrează gi se- completeasă la volum cunoscut cu ben- 
“sină sau eter de petrol, 


| Dozarea colorimetric directă a garoteniler im solutia ben- 
ginicl(eterick). Măsurarea. intensității culorii soluţiei bensini- 
ce(eterice) de saroteni,objinutk 1n modul deseris mai su9,50. 
poate. efectua la eleotrofotocolorimetru. sau 'apeotrofotometru, fos. 
1osind lungimea de undi de. 490 nmm(filtru albastru), iar dimus 
Mmm ee bensina sau eterul de petrol. 


 . Domarea earotenilor după separarea prin cromatografia de ad aa- 
iiis pe p yiban de aluminiu. Separarea. carotenilor. de pigmenjii 
însoțitori se realizează eu. ajutorul eromatografiei. de adsorbjie - 
pe oxid de aluminiu, ca folosirea Jn. calitate de fasă. lichidl. a: 
eterului de petrol.La partea. inferioară: a unei. coloane. aromato- | 
„arafice,ca lungimea de 12-16 em gi diametral ae. Jel, 5 en(fig.12.1) 
$e fixează un tampon de vată. de. sticlă: sau medicinală de 0,5-1 ca 
` grosine.In. coloană se introduc- porțiuni wici de oxid de aluminiu 
, eu oriditatea. de 4%, tastă. ugor cuo baghetă de sticlă adsorban- 
„tale + Inălţimea : stratului: de adsorbant trebuie. să atingă 1-10 em. 
„Deasupra adsorbantului se: agas um: strat de vată gi unul de sul- 
fat de sodiu anhidra, cu “grosimea de 0,5 en. Soluţia de caroteni în 
. eter de petrol se filtrează prin coloana eromatografick cuo. vi- 
i teză de 60 picături pe ainut, In tsapa; eromatogratierii este. 


L 
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. . Necesar ca deasupra ugpluturii coloa- 


m „mei să fie. tot timpul un strat de 
«A: solvent, întrucît carotenii. se oxidea- . 
ge ză la contactul cu aerul.După adsorb- 
,€ caroten  - — «ia soluţiei de caroteni pe oxidul de 
p caroten aluuiniu,adsoraantul se spală eu eter 


de petrol pînă ce zonele galbene de 
caroten se elueazik complet din coloa- 
'cromatograficá nk. Spălarea. coloanei se consideră 
terminată, cînd eluatul devine complet 
transparent. Soluţia de caroten so 
adună într-un balon cotat de 25-50 
ml gi se completează cu eter de pe- 
„La trompa trol la semn, a 
$04 Cantitatea de caroten în eluatele ob- 
ţinute se determin prin colorimetra- 
. re la 450 num,fatü de eterul de petrol, 


Fig.12.1.Separares croma- Calculul rezultatelor. Pentru calcula- 
pee că ga r a rea conţinutului de caroten în probe 
de aluminiu se măsoară fn acelsagi condiţii ex- 


tincţia soluţiei etalon de azobenzen 


12 —16 cm 


A — flacon Bunzen 


sau dicromat de potasiu. 
Cantitatea carotenilor în materialul vegetal cercetat se 
calculează după formula următoare : 


E. -a.v.100 
mg caroten $ 2 ——————— , 
EDP 
unde : E - extincţia probei de cercetat ; 
E, - extincjia soluţiei etalon ; 

"a - nuzărul ng de caroten într-un al soluție etalon 
(0,00235 mg în cazul soluţiei de azobeazen gi 
0,00416 mg dacă s-a lucrat cu "A de ^icromat de 
potasiu) ; 

v = volumul soluţiei de caroten,al ; 
P- greutatea materialului luat pentru analizáí,g. 
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| 32:1,2 2004824 VITAIINEI ASI CAROTENILOR IN FICAT 


Conținutul de vitamin A. gi caroten în ficat ne. T A 
pus ca 'eriteriu. de apreciere a satisfacerii necesarului opa- 
nissului animal eu această vitamin. : 


. Bincipiul metodei.Vitenine A se. extrage din ficatul deshi- - 
dratat . ca eter etilic gi se. dizolvă în eloroform.In soluţia. olo- 
rotorni că vitamina A se deteraină fotometric după reacţia cu sọ- 
lujia cloroformică de triclorurü de stibiu(reacjia Carr-Price). 


Beactivi. le Sulfat de sodiu aghidru p.a. 

2.EXter etilic: lipsit de peroxisi,Pentru. trdepirtaren doge 
silor 1 litru de eter etilic se amestecă, timp de 5-10 minute. fn- 
tr-o pilnie de separare sau un balon de 2000 ml,cu 10 ml soluţie 
de KOH(NaOH) 40% gi 100 ml soluţie de permanganat de.potasiu 4%. 

. După separarea completă a straturilor de lichid,solutia de per- 
manganat se elininii.In pflnie se introduc din acu 100 ml soluţie 
de perzanganat gi purificarea se repetă.Spălarea cu permanganat 
se continui pînă cînd soluţia nou adăugată nu-şi echimbă culoa-. 
 rea.Bterul etilie purificat ae spală cu apă distilată pentru fn- 
lăturarea urmelor de alcali, ceea co se controlează cu ajutorul 
fenolftaleinei.In continuare eterul se usucă cu sulfat de sodiu 
anhidru gi se distilă la 40? C.Etervl pregătit astfel se pástrea- 
ză în sticlă de culoare închisă pe sulfat de sodiu anhidru, 

3. Clorofora fără urme ñe apă gi HOl.Aceasta se realizează 
prin 5-6 spălări cu apă distilată in raportul 2:1 gi uscare pe 
sulfat de sodiu enhidru. Cloroforzul uscat se dietilă gi se păs- 

. trează în sticlă închisă la culoare ou. sulfat de sodiu anhídru. 

4. Solujie saturată de triclorurk de stibin, Preparatul comer- 
cial de triclorură de stibiu se spală cu clorororm pink solufia. 
devine limpede. Apoi din preparatul spălat se prepară soluţie sa- 

. turatá de triclorură de stibiu(25-25%), Soluţia se poate folosi 
numai după un repaus de 24 ore la temperatura camerei . 
| 5. Anhidriaă acetiok, 


Modul de lneru. Se tritureezi într-un mojar 2-3 g ficat cu 10- 
15 g eulfat de sodiu anhidru pînă se obţine o pudră uscată.Se mo- 
jareszá repeta 1-2 minute) pentru a.evita descompunerea vitaminei 
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A.Pulberea obţinută se trece oantitativ(daci este necesar moja- 
rul se poate spăla de 2-5 ori cu cîte 10 ml eter etilic) într-un 
flacon conic de 200-250 ml şi se adaugă eter etilic pînă la 100 
ml.Flaconul se umple cu dioxid de carbon de 1a un aperat Kipp 
sau cu azot,se închide ermetic gi se agită conținutul timp de 5 
ainute,apoi so lasă în repaus 60 minute la tenperatura camerei 
(20-2290) într-un loc întunecos sau se introduce în frigider 
pentru 2 ore,Extractul eteric se decantează gi se filtrează, Re = 
ziduul se spală succesiv cu 25,15 gi 10 ml eter de petrol prin 
scuturarea flaconului. Eterul de spălare, de asemenea, se filtrează, 
In final se spală filtrul cu 5-10 ml de eter.Extractul eterice 
adunat (aproximativ 150 ml) se evaporă pe baie de apă la 40°C în 
curent de azot sau dioxid de carbon.Reziduul rămas după evapcra- 
rea eterului se dizolvă în 1-5 ml cloroform(în dependenţă de con- 
. $inutul presupus de vitamină A).Pentru dozarea vitaminei A se mă- 
soară 0,5 ml soluţie cloroformicá în cuva electrofotocolorimetru- 
., lui gi se adaugă 2-5 picături de anhidridK acetică. Cava se fixea- 
ză în suportul siu gi se pipetează fn ea. 2,5 ml soluţie saturată 
de triclorură de stibiu.Ctt mai repede posibil se citegte extinc- 
tia probei la eleoctrofotocolorimetru FEK-M,folosind filtrul 9 
(630 nm) gi pentru comparaţie un control în care soluţia cloro- - 
formică de vitamin A se înlocuieşte cu 0,5 ml eter etilic. 


Calculul conţinutului de vitaminá A în proba analizată se 
efectuează cu ajutorul curbei etalon, construită prin procedeul 
obişnuit. Cantitatea de vitamină A Satem &g de ficat se calculea- 
ză cupă formula : 


micrograme vitamin A/l g ţesut MX A 


unde : a - micrograme vitamink A corespunzătoare — pro- 
bei de cercetat ; 
v - volumul de cloreform,fn diiit — ei sceiowbes 
vitaminei A ; 
P - greutatea ficatului luat.pentru sztracţie ge 


Dac este necesar să se deteraine simultan în ficat carote- 
nul,analisa se execută fn acelagi mod pink la objinerea extractu- 
lui eteric.Aoesta se E auis Ín două părți gi fiecare se ven. 


c pe baie de api.Apoi,:nul din reziduuri se dizolvă în cloroform 

pentru dozarea vitaminoi 4 după proosdeul descris.Al doilea rezi- 
| duu se disolvk fn 5 ml eter de petrol si se supune oromatografi- 
ei pe coloană confora tehnicii descrise la dozarea carotenilor în 
în plante (pag. 258). 


~ 12.1.5.DOZAREA VITAMINEI B. | 

In plante au fost identificate 7 forme ale vitaminei E,nu- 
mite tocoferoli,care sînt derivati metilaji ai 2-(47,87?,12?-tri- 
netiltridecil)-6-hidroxióromenului, combinaţie denumită prescur- 
tat tocol.Dintre toţi tocoferolii cunoscuţi, e£-toeoferolul seu 
5,T7,8-trimetiltocolul posedă cea mai mare activitate biologică. 

Prin determinarea. conţinutului de vitamină E în produsele 
vegetale de obicei se dozează suma tocoferolilor. 

Metodele chimice de determinare. a vitaminei E nu Mmi tot- 
deauna o apreciere exact a valorii biologice (vitaminice) a proe 
dusului ceroetat,fntrucft toţi tocoferolii dau prin oxidare chi- . 
none colorate,însă activitatea vitaminică diferă do la un toco- 
ferol la alt tocoferol,iar. conţinutul lor fn tesuturile vegetale 
mu este identic, 


„ Dozarea sunei engine in seninjele de de Plante. | 

Principiul metod i.In prezenta clorurii ferice are loc exi- 
darea tocoferoliior a chinone. Totodată olorura feri că se reduce 
"An clorură feroasă. Cantitatea de clorură feroask se apreciază . 
după intensitatea. culorii ce se dezvoltă. la adăugarea œk di pi- 
ridilului sau ortosfenantrolinei, care complexenzi ferul bivalent. 


. Reactivi +1. Bter etilic. 

2.Solufie de. KOH 10% în aleool etilio 965. 

5. Pirogalol. 

4.Benzen | | 

5.Diatonit (Kieselgur) jd A: i 
6.8ülfat de sodiu emhidru 

T.Solufie de eL ot M piridil 0,5% în 1.0001 etilie absolut. . 


. 8. ora de. Édo 0,5% în alcool etilic abso - 
-D 


9. Soluţie de olerwrü feriel(FeQL 68,0) 0,2% în alcool eti- 
lic absolut. 


Modul de lucru.O cantitate de 1-5 g de semințe fin omogeni- 
zate se introduce într-un pachet dia hîrtie de filtru.gi se ex- 
trage cu eter de petrol în aparatul Soxhlet.Dizolvantul se înde- 
părtează prin încălzirea balonului pe baie de apă. La reziduul 
gras rămas în balon se adaugă 15 nl soluţie alcoolică de.KOH 10% 
gi se saponifică cu ref-igerent cu reflux pe baie de apă,timp de 
. 45-60 minute în prezenţa unei cantităţi mici de pirogalol(50 mg). 

“Conţinutul belonului se trece cantitativ într-o pflnie de sepa- 
rare folosind un volum dublu de apă distilată (30-35 ml) gi frac- 
ţia nesaponificabilă se extrage cu eter etilic(linsit de peroxi- 
zi) în cantitate de 40,30 şi 30 ml. Extractele eterice e? unesc 
şi ce spală în pîlnia de separare cu apă distilată pînă la reac- 
tia negativă faţă de hfrtia de turnesol.Apoi,extractul eteric se 
. usucá,filtrfndu-1 printr-o coloană cu sulfat de sodiu anhidru. 
Extractul eteric uscat se transvazeazü într-un balon uscat gi se 
distilă dizolvantul fn curent de dioxid de carbon sau de azot pe 
baia de apă.Reziduul ee dizolvă în benzen gi se transferă într-a 
. ui. balon cotat de 25 ml,completínd la semne 

Din soluţia benzenicá obţinută se iau 5-10 ml " se eplick 
pe o coloană cu diatomit(Kieselgur),avind înălţimea stratului de 
adsorbant de 1,5-3,5 cm gi diametrul de 1,5 cm.Tocoferolii se 
elueazá de pe cisorbant cu 12-18 ml benzen.Eluatul se colecteaz 
cantitativ într-un balon cotat de 25 ml gi ee completează la 
semn cu benzen., 

Pentru efectuarea reacției de culoare se măsoară 10-15 ml . 
eluat într-un balon cotat gi se adaugă 1 ml soluţie de eC C =dipi= 
Tridil seu de orto-fenantrolină, Apoi se introduce în balon cu pi- 
cătura gi sub agitare l ml soluţie de clorură fsrică.In prezenţa. 
tocoferolilor conţinutul balonului începe să se coloreze în rogu. 
Volumul balonului se completează la semn cu benzen, se agită gi s« 
lasă la întuneric timp de 10 minute., - 

Paralel cu proba se realizează controlul reactivilor,măsu- - 
rînd aceleagi cantităţi de benzen, soluţie de eC, -dipiridil(orto- 
fenantrolinÁ) gi clorură ferică într-un balon cotat de 25 ml. 

| Proba cu tocoferoli £e colorinetrează la un fotoelectrocolo- 


y 24 -. 


rizoetru,utilisind lunginea de undă de 490 nn gi controlul reacti- 
vilor pentru stabilirea punctului zero àl aparatului, 


Calculul re zultatelor.Pe curba de etalonare se află cantita- 
. tea de- ‘tocoferoli corespunzătoare. extincţiei. probei de cercetat. . 
Conţinutul tocoferolilor în mg la 100 E material analizat(X) se : 
calculează după formula : — 


a-Y.v:100 


Xs 


PeT) Ts 


unde : a - cantitatea tocoferolilor, în ng găsită pe curba de ota- 
= ` lonare i 
y = volunul extractului inigial(25 al). $ 
v- volumul soluției introdus în coloana.cu adsorbent, ml; 
Vo- volumul eluatului cules din coloana cu diatomit (25 ml) 
„ge volunul soluţiei luat pentru reacţia de culoare,ml ; 
p- re ra materialului eercetat,g. 


Construirea curbei de de etalonare.Se dizolvă 50 mg d -toeo- 
ferol în 250 ml benzen,la balon eotat,Din această soluţie etalon” 
se măsoară 0, 25-2 ml în baloane cotate: de 25. ml.Apoi se adaugă 
acecagi reactivi gi în aceeagi succesiune ca gi la dozarea vita- 
minei E.Yolumul. probelor etalon. se completează la semn cu benzen. 
Se agită gi so lasă la întuneric 10 minute. Se. pian qebr up la 
490 nm faţă ce controlul o catia l 


12.1.4.P02ARRA VITAMINEI PP 


Termenul ae vitenină PP desemnează acidul aieetiaie(aiaei- 
na) gi amida ea(nicotinanida) uro npe în "— ales 
în seninte. 


uS n - s yi abe 
C ) ch M SCR Ris tn 
^ Si | 
Acid nicotinio. ; Nicotinamiða 


Principiul metodei. Acidul nicotinic reacţionează: cu demara 
ås tiocian forminăd un compos care în Maé; piei metolului e un 


= 215 = 


aroda colorat. în i iile aa culorii oste properjionalk 
ea cantitatea de acid nicotinic. 


Boactiyi.l.Solugie de acid sulfuric 5 LE 

2.Solufie de acid sulfuric 2 N. 

5.Solutie de acid sanlfuric 0,1 N. 

i.Solujie de fénolftaleinl 1$. 

5,Solugie de NaOH 10 N. 

6.Solugie de NaOH 4 Ne . 

T.Alcool izobutilio seu aloool eti1ie. 

8.Solugie de sulfat de sine 80%. ' 

9. Apă de brom.Se amestecă 4 ml de brom cu 100 ml apă disti- 
lată.După decantarea broaslui nediselvat se separă soluţia liae 
pede gi se păstrează la întuneric. 

10,8Soluţie de tiocianat de potasiu sau amoniu 10x. 

1l,Soluţie de tiocianat de potasiu: sau amoniu 1%. 

12. Carbonat de calciu p.a. 

13. Soluţie de brom-tiocian.Se pregăteşte tneinte de fatre- 
buintare în modul următor :la epa de brom răcită pe gheajü(luatü 
“în cantitatea necesară pentru analiză) se adaugă cu picătura ed~ i 
lugie de tiocianat Ge potasiu sau amoniu pînă la apariţia culo- 
rii galben deschia,iar în continuare solufie de tiooianat 1% pt- 
nă la decolorare completă.Soluţia decolorată se tratează cu 20- ` 
50 mg carbonat de sodiu pînă la încetarea degajării 00, gi forma- 
marea de precipitat.Solujia se filtrează gi pe conservă în stice 
1% brună la rece.Prepsrarea reactivului se fase sub nigk. 

|: 14.Solufie stoc de acid nícotinio.Intr-un balon cotat de 30 
ml so dizolvă 50 mg de acid nicotinic în apă distilată,acidulată - 
cu 0,5 ml soluţie de acid sulfurie 10 N. După dizolvarea acidului 
nicotinic se completează la sem cu api distilată. Sə conservă la 
reca timp de 6 luni. 

| 15.Solufie etalon 4e acid nicotinic.In sina analizei se äi- 
luează 0,5 ml soluţie stoc de acid nicotinie la 100 ml cu apă 
distilată. In 1 ml eu etalon se găsese 0,005 mg acid nicoti- 
"nie. 
16. Soluţie de nmetcl réériétalisat T în emi de acid 
elorhidrio 0,5 N.Se prepară extemporeneu. 
' Pentra pbţinerea metolului recristalizat 89 amestecă 100 E. 
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metol cu O,T g bisulfit de sodiu gi 500 ml soluţie de acid sul- 
furie 0,1 N încălzit la fierbere. Anestecvl se încălzeşte. din nou 
la fierbere.Dacă soluţia se colorează se suplimenteazá ou cirbu- 
ne activ gi se filtrează.La filtrat se adaugă 0,5 g bisulfit de. 
sodiu,7CO ml alcool etilic gi se lasă într-o baie de apă cu 
gheaţă,la întuneric,pentru cîteva are. Cristalele formate. se separ 
pară prin filtrare, se mew etanol gi se usucă în aer,la î 
tuneric. : 3m 


Modul de lucru.O cantitate de 2-5 g de material vegetal, 
conținînd circa 100 micrograme de acid nicotinio,se nojarează eu 
„un volum mic de soluţie de acid sulfuric 2 N.Omogenatul obţinut 
se trece cantitativ într-un balon cotat Ce 50 ml,spülind xojatul 
cu soluţie de acid sulfuric 2 N(volumul total al soluţiei fatre- 
buinjate pentru mojerare gi spălare nu trebuie să depăgeasoii 40 
. ml).Balonul se introduce într-o baie de apă la fierbere timp de 
90 minute, conținutul lui agitindu-se periodic, In acest interval 
âe timp sc hidrolizează multe glucide complexe. şi alte substanţe. 
La terminarea hidrolizei,balonul se răcegte ‚so completează la 
semn cu apă distilată gi se filtrează „Primii mililitri de fil- 
trat se aruncă, ` 

Se iau 25 ml filtrat într-un balon cotat de 50 ml,se adaugă 
1-2 picături de soluţie de fenolftaleină gi soluţie de KaOH 10 N 
pînă la apariţia unei culori slab-roz.Ercesul de hidroxid de so- 
diu se neutralizeazÉ cu 1-2 picături de soluţie. de acid sulfuric 
5 N.Dupíá răcire în balon se pipeteazá 2 ml soluţie sulfat de zinc 
80% şi cîteva picături de alcool isobutilie sau etilic(pentru 
evitarea spumürii la agitare).Apoi se introduce soluţie de NaOH 
4 N pînă la apariţia de precipitat gi culoare slab-roz.Se lasă în 
repaus timp de 10 minute agitind cu internitenţă.Se completează . 
la sem gi se filtrează sau se scntrifugheazl.In caz de necesita- 
ta analiza se poate întrerupe în acost stadiu,păstri-- filteatul 
în frigider, 

Pentru efectuarea reacjíei de culoare se foloasae 8 eprubete 
8*u flacvane conice cu dop rodat după cohema ornătoars. In eprube- 
tele 1-4 se măsoară cîte 5 ml din filtratul obDjinut,fa eprubeLale ' 
3-7-e$t6 5 = soluție etalon 4e acid nicotinie si fn eprubeta B~ 


- 27TT + 


9 ml apă distilată, Eprubetele se Sneälzese | pe baia àe apă laj | 
509 C, timp de 5 minute, In eprubetele 1,2,5,6,7 gi 8 se adaugă din 
biuretä (sub nig) cfto 2 ml solujie de brom-tiooian. Eprubetele 3 
și 4 servesc la corerţia pentru substanţele. apma cei 
nutul «prubetelor se agită şi. ce introduc timp. de 10 minute în 
vaia de apti ian 50? c. Se Se răcesc la. temperatura camerei gi se lasă 
' la întuneric timp de 10 minute, In eprubetele 3 gi 4 se pun cîte 
2 nl apă distilată. In toate eprubetele se adaugă. cîte 3 ml solu». 
ġie de metol,se agită gi se lasă timp de 60 minute la fntuneric. 
| Conginutul eprubetelor se filtrează dacă nu este transpa- 
rent gi se măsoară intensitatea culorii soluţiei la kaf an(fil- 
tru Ip 


Geni rezultatelor se “efectuează după formula : 


at). .O ,025. 50. 50.100 
mg acid nicotinic $ = 


(E,-E, )-5.25.p 


unde : E, - extinoţia soluţiei de cercetat (media celor donă ĉe- 
.— terminlri); 

B - extincţia substanțelor eniadéentkise în soluţia d 
cercetat (două determinări) ; > 

E, - extincţia soluţiei Maus de acid aicotinie(nedia: 
celor troi determinări) ; 

E, - - extincjia probei bate tente reaetiviler ; 

P ~ groutatea materialului vegetal luat pentru analisi,g. 


12.1.5.D07AREA VITAMINEI C - 


Vitamina C sau ccidul ascorbic face parte din clasa vitami-. 
nelor hidrosolubile.Datoritü prezenţei în molecula sa a două 
grupe enolice acidul ascorbie se oxidează ugor gi trece în aci- 
„del ^3hiároaseorbie t 


O 
] 
SCc-c-H *2H 


e 218 = 


f Această reacție de transformare reversibilk a sciónlui aecorbic 
fn acid dehidroascorbio stă la baza funotiilor vitazinoi O in di- 
| versele procese fiziologice din celula vie. 
Vitamina C este larg răspîndită în plante, ca roşii, conopidü, 
8psn&O,portocalo,línii,müciog etc. Majoritates &nimalelor au posi- 
bilitatea să sintetizeze acidul sa rapa gi na nosdasuă un aport 
exterior de vitamină C. 
^|  Metodele chimice de determinare cantitativă. s er ase 

corbic se bazează pe — lui reducătoare faţă de unii reac- 
tivi. 


1.2.1.5, 1.DOZARBA AGIDULUI ASCORBIC GY AJUTORUL 
 FERICIANURII DE POTASIU - 


Principiul metodoi.In mediu acid vitamina C reduce fericia- 
nura de potasiu. s la ferocianurá de potasiu(reacfia 1),care în 
prezenţa ionilox de fier trivaleat formează ferocisnura ferici 
. aau albastru de Berlin(reacţia 2): 


^m: n odas dad 


E ea iet ans [petens] = = G J e ax [eta] e a 


H-C: 

.HO-C-H Don di 
EN mE 7 HORN B 

open] + zac, = Te, [peto] axo ` (2). 


| Dacă în mediul ae reacţie sînt prezenţi ionii. de Se Mimi 
albastrul de Berlin nu precipită gi ae objine.o soluţie do culoare . 


„.albastră,a cărei. intenad tate: se poate măsura la fotooleetrocelori F. 
; metru. 


Roactivi. 1.Sezuţăe E PES ca pa 369.50 obţine prin amestoca- 
^ mea [ato volun de soluţie - -— 0,1 cu en ' volum egal de soluţie. 
de. citat trisodio 0,1 M, | 

2.Solujie de feri cianură de potasiu 18. 
/3-Solojie de Rar 2% 
) nii de Acid ascorbic- C,02$. - 
Jp de elorurit Sariak 2% e 


Es s | " 


| Modul de lucru. Se PER într-un sedet: 10-20 & itera i 
vegotal(riürimiyjat. cft mai fin) cu.nísip. de. cuarţ sau.stielá piea- 
tă gi un volum mic de soluţie tanpon, pînă . se. obţine. o. pastă uni- 
formă. Amestecul se trece cantitativ. într-un balon. cotat de 100 ml, 
_apăltră nojarul gi pistilul cu soluţie tampon. gi.se completează 
la semn cu această soluţie. Conţinutul, balonului cotat ae agită gi 
după 5-10 minute de repaus . ED filtrează pe. filtru cutat sau se 
centrifughează, Intr-un balon cotat de 100 ml se amestecă 20 ml 

filtrat(supernatant),l ml. saluţie. de foricianură de potasiu gil. 
ml solujie de fluorură de sodiu.Volumul solujiei din balon se! 
aduce la 80-90 ml cu apă distilatk gi se. adaugă 2.ml soluţie de 
clorură feri că. Se completează cu apă distilată la 100 nl gi 59 a- 
gită cu intermiteni timp de 5 minute. Apui se determini extincţia 
soluţiei de cercetat faţă de controlul reactivilor la electrofa- 
tocolorimetru,utilizifnd filtrul rogu. 

Pentru a prepara controlul reactivilor. într-un balon cotat. 

de 100 ml se pipetează 20 nl soluţie tampon,l ml soluţie. de. feri- 
_ cianură de potàsiu,l ml soluţie fluorură de sodiu,2. ml soluţie de 

' clorură ferică gi se completează volumul la sem cu apă distilată. 


í Calculul rezultatelor. Mnjinutul de acid ascorbic se 7alcu- 

leagă cu ajutorul curbei. etalon. Aceasta se trasează folosind o se- 
, ríe de soluţii cu concentrajiile de la 2 la 12 micrograme de acid. 
ascorbie într-un ml.In baloane cotate de 100 ml se măsoară cîte de 
213, 4, 5,6 ml soluţie de acid ascorbic O, 02%. In fiecare balon se | 
adaugă. toți reactivii introdugi în proba pentru controlul reacti- 
vilor gi se completează cu apă distilată la 100 al.După 5 minute 
soluţiile se fotometrează gi cu ajutorul datelor cun se eon-. 
struiegte curbe etalon. - 

Calculul cantităţii de acid ascorbic în — vegetal se 

efectuează eonform formulei. t 


ag acid ascorbic 3 ». E0000 = 
vlde f-a- cantitatea de acid ascorbic găsită pe curba etalon, sn 


micrograme/ml P 
* ogrevtaton materialului analizata. 


123.5. 2 e INJZAREA AVIDULUI AS ASQORB IC PRI, TITRARE 


ŞI =, 6-DICLORFENOLINDOTENOL 
Principiul mstoisi Acidul ascorbic are proprietatea de a 
reduce 2,6-ádiclorf enolindofenolul(reactivul Tillmans) în lsuco- 
derivatul corespunzător : 


H- z ' 
HO= Ce-i HO- C-H 
OH cGro0d e 
B. 
| OH oH 
.2,6-diclor- 3 Leucoderivat 


fenolindofenol 


DOZAREA ACIDULUI ASCORBIC IN PLANTE - 


' Reactivi.l. Solutie. de acid oxalie 0, oL. N. 

2>Soluţie de ecid eulfurio 50%. 

3, Solutie de permanganat de potasiu 0, 02. X.So. propară perta 
diluarea soluţiei de permanganat de potasiu 0,1 N gi se atabileg- 
te factorul soluţiei diluate cu ajutorul. soluţiei de acid oxa- 
lic.La.10 al soluție. .da. acid oxalic exact.0,01.N se adaugă 1,5 
ml soluţie de acid sulfuric 50% gi se încălzeşte la 75-80? Q.Se 
titr»azü cu soluţie de permanganat de potasiu 0,01 N pînă se ab- 

tine o culoare slab roz. Factorul solujiei de permanganat de pota- 
siu(P, ) va fi: 


unde t n,o " ^ soluție de acid oxalic ; 
Tus" factorul soluţiei de acid oxalic=l 
iy ^ Rl soluţie de permanganat ås. potasiu. 


i.24l121l14 de sulfat Teroamo-idagal PINE, DL 5. SE, 0 (sare 
smn DCL 37.85 i1zolvÉ 3,17 & de mase CAP ta i006 al soluţie 
de IŒ 9,902 Pestoni soluției £s amine ilohm se szabiiegte cu 
solista je Para ta: ma de pctaaiu 0,01 S.Se mestec 10 xi solu- 

2 da zare Muar or 1,5 ml soletis de acid sulfuric $098.2e ti- 
im €x solutis de oermanvanat de potasiu.0,0l X vină la apa- 
` rifia eviorií slab roz.Se s^lculeaz factorul soluţiei de sare 
Mer (Pe) după formula : | 


^ AP $ 
SEA 1 


unde : nay - al soluţie de sare Wohr. : 
. 5.Solujie saturată de oxalat àe amoniu. 1 
6.Solujie îs 2,5-diclorfenolindofenol 0,001 N.Se dizolvă 

0,05 g diclorfZ£enolindofenol fn 100-150 ml apă distilată fierbin- 
te într-un balon cotat de 250 ml.Se completează volumul lla senn. 
cu apă distilată fiartă gi se filtrează.Se păstrează în sticlă 
de culoare închisă gi le frigider.Factorul soluţiei de diclorfe- 
nolindofenol se determiná înainte de fiecare experienţă,folosină 
în acest scop soluția de sare Mohr 0,01 N,Intr-un pahar Berzelius 
so măsoară 10 al soluţie de dielorfenolindofenol gi 5 ml soluţie 


P saturată de oxalat de amoniu. Amestecul din pahar se titreazü(fo- 


losind o microhiuretá) cu soluţia de sare Mohr cu normalitate cu- 
noscută, pînă la virarea culorii: albastre a dielorfenolindofenolu- 
lui fn galben-aranj. Pactorul soluției de diclorfenolindofenol - 
(Fool) 59 calculează ou formula : 


unde : p d - ml soluție de diclorfenolindofenol. 
T„ Soluţia de acid clorhidrie 19. 
8.Solujie de acid oxalio 1$. 


Modul de lueru. Materialul vegetal (fructe; frónse, tuberculo, 
etc.) se fürfniteazi în prealabil, eu ajutorul unui cuțit din 
oțel inoxidabil sau oţel eromat,pe o farfurie de plexiglas(urme- 
„19 fn Fiet ai mai aleo de capra estaliseasi desconpunerea 


. &ciáului ascorbic). Pr „dea găina c $raàicowsA ett aei 

repede posibil.O cantitate je 5-2 g aiam rial de 2 imimtta de- 
 -pendentd dé conţinutul aci/ului aM. sisp 9* introdusa j:sireun 
mojar gi ge adaugi 5-20 m7. soluţie de WX lXfacidul PTinvhidtic 
j împedi că: oxidarea acidulni ascarrie aun ufiienen. aneutibsxids- 
sei prezentă ta țesuturile vegetal! gi Soll g nisip. aa "yat, 
-aau sticll pisată, Se mojareazü. pin ir orņinersa anel wya QuO- 
gene. Amestecul uniform din mojar sa 4966 cantitsaiiw f5.^-on ba- 
"lon votat sau un cilindru. gradat 34 100 Air ti şi pistita 
„se apală de 5 ori cu cîte 20 nl selujia ds necid oxalie 15, pala 
tiile de spălare adunfndu-se în baime san cilindru.Ss coapietes- 
"au volumul extractului la lO ml ea aoluügis de acid oxalic gi sa 
agită. Conţinutul balonului ae cilin!ru)ui se filtrează pe fil- 
ru uscat într-un pahar uses’, Acidal oxalie ameliorează stabili- 
tatea acidului ascorbic: în crtraet, 

Din filtratul obținut se măsoară în două flacoane conice ~t- 

te 10-20 ml gi ea tit.rează fiecare prot cu soluţie de 2,6-di- 
clorfenolindc-snol 9,001 X din micerobiuretá,pinl in m unei 
culori slab roz care persistă 30-60 secunde, 


 Caleulul rezultatelor, Se afli media valorilor obţinute la 
titrarea olor doull probe, » Conţinutul de acid ascorbic, exprimat 
in — lo6 g do zasut vegetal se calculează după formula : 


Eg acid alerte 3 a Q 088, 100.100 
pev 


unde : n ~ volumul(ml) sotniei de 2,6-àielorfenolindofenol eon- 

A . sumat la titrare ; 

F- factorul soluției de 2,6-dielorfenolindofenol ; L 

i „088 j- mg de acid ascorbic corespunzătoare la 1 al solu= 
„ție de 2,6-dielorfenolindofenol exact 0,001 N ; 

p greutatea materialului analizat, în g ; 


» 


vo- volumal (m1) de filtrat luat pentru titrare... 
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12.1.5..2 0:484 YIPANINRI G PRIN MREODA lODONEPRIO 
Principiul setodai. în medse sejd icdetal de petasis tono- 


; jionsasă cu iodura de petesiw punină în libertate ledui : 


XQ + SKI «68€ —— 9» o* OR > XL, 
edid eliberat confera secetei reesiii enideasă acidul so- 


eger bic la acid denidroaecorbie : 


seid agen-bie + I, ——— acid dehidroaecorbie + 2HI 
Ca imdisster sa fejesegte selajia de edíBon cae se ssloreash jn 


albastru imediat ce acióul accorbie a fost oxidat complet. 


DOZAREA ' TAMINRI C IN PLASMA SANGUINA 
Resetivi.l.Solugie de acid trieloracetie 10%. 
2,Solujie ie iodură de potasiu 2%. . 
5.9olu$is de amidon 1%. 
4 Soluţie de iodat de potasiu 0,001 N. Se qeu din selu- 
jd du. doit i) paa 42) R. 
5.Solutie de oxalat de actiu 1,54%, 


Modul de luerwi Intr-o eprubetă de ceutrifugi se eneatecă su 
o baghetă ie stielN 0,5 ml soluţie de oxalat de sodiu 1,)49 gi 
4,9 ml sînge venos.Prin centrifugere timp de 15 minute la 3000 
rOt./min. se separă plasma.Intr-o altă eprubetă de eentrifugá se 
măsoară 2 ml plasmă şi un volum egal de soluţie de acid trieclov- 
acetis 105.Se agită conţinutul prin scuturarea eprubetei gi se 
centri fugheasă. 

Intri flacon evaie de 25 ml se pipetaasă 2 al supernatant, 
2,5 ml apă distilati,O,5 xl sozuţie de icdură de potasiu 25 gi 
l-2 picături de amidon 1%.Sa titreasă imediat cu soluție da ic- 
dat de potasiu 0, oc N pînă la --arijia unei colorajii albastre 
deschis, 

Paralel se ezZectueatá o probă de control: fntr-um flacon eti- 
nie se toarnă 1 ml soluţie de aeid tricloracatie 10%,5,5 ml api 
diatilată,0,5 nl soluţie de iodură de potasiu,1-2 pi-ătari ca a- 
midon şi se titroază în acelagi mod ca qi prota de eercetat. 

La titraroa controlului soluţia de iodat de potasiu se sdaugk în 
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flacon cîte 0,01 ml dintr-c microbiuretè 3-- — ripeti do 1 ui. 
. Calculul rezultatelor.Un ml soluţie ds ioünt ca potasiu A 
exact 0,001 N corespunde la 0,088 mg acid ascorbic, . à 
Din numărul de ml soluţie do iodat Se potasiu consamati la. 

titrarea probei ou sînge(n, ) se acade numărul de n] aoluţie mergi 
la titrarea controlului (n, ).De. obicei pies control se folosesc 
.0,01-0,02 ml soluţie de bodie! 

' Concentrația vitaminei C,în SEA 100 al stia, e calculea- 
ză conform formulei : 


| „ne vitenink C% a (n, -n)-0 o j- + tf. zm 


DOZAREA VITAMINEI € IN URINA . 


Reactivi. l.Solugie de HCl 5%. 
2.Reactivii 2-4 de la "Dozarea si bdidei C în d teza sangu- 
dinë", | db, obit 
" Modul de lucru.La 10 ml apă distilată se adaugă 2 ml urină 
ri filtratá,l ml soluţie de HCl 59,1 ml iodură de potasiu 2% gi 10 
picături de amidon l9.Amestecul se tatrează cu soluţie de iodat 
de potasiu 0,001 N pînă la apariţia coloraţiei albastre ,persis-— 
tentă cel puţin 30 de secunde, 

: Paralel se ranlizează o probă de control. cu 12 ml apă Su 
tilatü.In proba de control colorarea lichidului trebuie să se 
_ producă la adăugarea a 2-3 picături de soluție de iodat de pota= 

. siu,Dacă soluţia nu devine albastră după 5 picături de reactiv, 
înseamnă où undeva s-a strecurat o gregălă, de exemplu,la prepara- 
rea soluţiei de amidon.Această soluţie trebuie să fie proaspătă, . 


. Calculul rezultatelor. S-a stabilit că 1 ml soluție de iodat 
-de potasiu 0,001 N este echivalent cu 0,088 mg de acid ascorbic. 


Conţinutul de vitamin 0,1n ag,în 100 ml urină -se află după for- 
mula : 


a (n -n e. 0,088. 190 |, 
unde i - - n] rure de iodat de potasiu 0,001 n em a la 
. titrarea probei cu urină 3 
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c ^ Rl soluţie de iodat de potasiu 0,001 N folosiji la ti- 
trarea probei de control. 


12.2. DETERMINAREA HORMONILOR - 


12.2.1. DOZAREA 17-CETOSTEROIZILOR IN URINA 
. PRIN METODA QU META-DINITROBENZEN 


Pentru estinarea stării funcţionale a corticosuprarenalalor 
adesea so apelează la detorminarea cantităţii totale de 17-ceto- 
steroizi neutri în uriná.Tofi acegti compugi au o trăsătură 

Structural comună-prezenţa grupării cetonice la atomul de carbon 
17 din nucleul steranic.In fracţia l7-cetosteroizilor intră com- 
binaţii diferite după proveniența lor(din corticosuprarenale, 
glandele sexuale) gi cu aetivitate biologică variată.Majoritatea 
l7-cetosteroizilor din urină,ca androsterona gi etiocolanolona, 
sînt produgi ai metabolismului hormonilor steroidici s.ntetizafi 
de corticosuprarenale gi testicule.De acesa dozarea lT7-cetostero- 
izilor totali din urină este puţin specifici.Totugi această de- 
terminare poate servi ca un test accesibil în cazul investigürii 
corticosuprarenalelor afectate de tumori canceroase,precum gi 
pentru diagnosticarea bolii lui Addison gi altor maladii. 


Principiul metodei.Esterii hormonilor cetosteroidici prezen- 
"Şi în urină sînt hidrolizati în mediu acid la cald.Apoi 17-crto- 
steroizii liberi gi cei eliberaţi pe calea hidrolizei sînt ex- 
tragi din materialul de analizet cu eter etilioc,Extractul eterice 
se purificá si se evaporă la sec,în reziduul cbţinut dosîndu-se 
17-cetoateroizii pe baza reactiai lor de culoere cu meta-dinitro- 
benzenul în mediu alcalin, 


Reactivi.1.Eter etilic(fără peroxizi). 
2„Etanol absolut (purificat du aldehide gi cetone). 
3.4cid.elcrhidrie concentrat. 
4cAcid acetic glacial. - 
5.Solutie de hidroxid de sodiu 10%, 
^.  6.Solugie de KOH 5 N tn metanol.Se dizolvă 28 g KOH în 70 ni 
metanol,se completează la 100 ml cu metanol gi se Mis uA al După 


rais BOlcyin cv rca ae titreast eu molstie de "- 0, ad R fn 
presenta metiloranjului ca indicator. | 
To Solufie de meta-dinitrobenzen rsorisiziizat 2%, în! pamo. 
B.Metancl, dublu Me ; 
pa Cloroform p.a. | 
Soluţie de formaldehidi 405. Soluta se ailueasă » rapor- - 
tul Si ca apă diotiletă. .  ' | 
| ll.Solufie standard do teiiéblnpikaleot pdt eem sndroste- 
rană 100 micrograme/ml.Se Alei 5 mg astenie în 50 ml eta- 
nel ebsolut. 


Modul de lucru, Hidroliza — legaţi o Intr-un 
flacon conic de 100 ml se amestecă 20 mi urină(luată din vrina 


pe 24 ore),5 ml acid clorhidric concentrat,l ml asid aeotie gla- 
cial gi 0,2 ml soluţie diluată de formaldehidă, In gftul flaconu- 
lui se introduce o pflnie gi se agazü pe baia de apă la fierbere 
pentru 15 minute. apah flesozul se-răcegte sab un jet de apă de 
la robinete e 
Extraoiia 12-semmetucatiai ter gi purifienraa extraetului. 
„Conţinutul fleconului se transvazează într-o: ptlnis ĉe eeperaro 
da 100 ml.Se adaugă fr pilnia de separare 10 ml eter etilic cu 
care s-a spălat în prealabil flaconul folosit la hidrolizi,Sa 
agită conţinutul ptiniei timp de 60-90 secunde.Stratuwl inferior 
de urină se îndepărtează, Extractie cu eter sa repetă încă odată. 
Extractele eterice unite so spală de trei ori ou efte 10 ml 
soluţie de NaOH 10%(fiecare spălare cu soluţie de hidroxid trebu- 
ie sí dureze 5 minuto).Paza alcalină,conţinînd estrogenii gi sub- 
stanţe acide,ee elimină, iar extractul ae apală eu 10 ml apă dis- 
tilat*.Dupá ce apa se aopară cu atenţie ,extractul eterie se trecea 
în puortiună într-o, eprubetă de contrifugá gi se evaporă la alë 


| *' pe baia da apă (temperatura apei din baie ann trobuio ei Qepiígeascá 


50? C) . Extractole vacate obţinute în această etapă pot sii ee piás- 
trezo la frigider pink a doua zi. dare 

Hefotia de culoere.La rezidual uscat din eprubeta de centri- 
fugă se adaug 0,2 ml etanol absolut,0,2 ml soluție de KOH fn me- 
tamol gi 0,2 ml soluţie alevoliei de meta-dinitrobenzen.4Amestecol 


ae agită gi eprubeta se plasează la întuneric pentru Cazvoltarsa 
- enlorii,tiap de 60 mirute,la temperatura camerei, 


Paralel se efectuează » proot le sontrol pentru. reactivi. 
 -str-e eprubetă se pipeteazá 2,2 mi sesnol abaolut,0,2 al soluţie 
4e KIH în metanol şi 0,2 ml aclaitr alosalică de meta-dinitro- | 
benzen.Confinutul se amestecă şi se tratsaz mai departe în mod 
identice cu proba de ocrceta:. 

| . Ia terminarea periosdei :» ğü aimat, fn fiecare eprubetă se 
pun cíte 5 ml soluţie etanol 50$ gi 2 ai cloroform ;anostecul se 
agită energio prin scuturarea epzuseialsc.Produgii da reactie co- 
loraţi în violet trec fn stratul inlerior, sloroforais, iar culoa- 
rea nespecifică(galben-auro zau maro) 2ámíoe în stratul aleoolie 
superior.După 1-2 minute stratul svcericr ae îndepărtează: cu aju- 
torul unei pipete Pasteur,Aceast! <peraţie trebuie Ziăcută ca gri- 
jü,pentru a evita absorbjia atratzlui cloreforaic în capilara pi- 
petei. 

In eprubeta cu stratul oloroformie se introduce 1 ml etanol 
absolut.Se agită gi se oitegte extinoţia probei cu urină,faţă de 
„proba de control,la 520 na(filtru Que mia cuvele cu ta- 
pacul. 

"Cauloarea amestecului do aA esto stabilă timp de 60 mi- 
. mute.In legătură cu acossta,fiecare serie do determinări nr tre- 
' buie să cuprindă mai mult de 10-15 probe. : i 

Calculul rezultatalor, se — face cu ajutorul formuloj 
sau după curba de etalonare, 

In. primul caz,paralel eu probele de cercetat,se evaporă la 
sec 0,5 ml soluție standsrd,continfnd 50 micrograme androstero- 
nă sau dehidrcepiandrosteronK.Reziduul uscat se supune zai depar- 
te aceloragi operaţii ca gi probele de cercetat şi controlul, 
^ Cantitatea 17-cətosteroizilor nostri, fn Pg, în urina din 24 
ore se poate caleula cu formula : 
0 BaaneVe50 
X = e = 
Est +20.1000 
unde : ee s eriimelia probei de oorestat(probet ce urini) E 
Dat ~ 'extinoţia probei standard j 
„MW. - volemnl(nl) urinii din 24 ore 
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i La 
E a z sad. Ed aximesStaronA re: dehidroatianizoslccanó 
$a zeci stumiará ; e Im ! 
ie - ecafioilent dá sonoma a mis grila îm aiti- 
qoume. | | 
“Panu aalezlavea oantitiili da i7-^2 testeroi zi dup É suba 
et«u.om a^ folasegts 3 n" : 


X -pi a > 


und " a 7 nani: an iTes wtostensiallsv în proba Be pom ana- 
lisati, Tr o mieragrmas, Gisin pe wrtho de etalonare, 


i obama l9 POSETE a curhal halon Sr mapane evaporarea Xa 
|» ame! derii Ae eclusn z79847mÓóe de ia O,l la i al ie solu- 
ţie astavt at {erre soveeposs la 10...100 alerserune) Ci raziduu 
proba. etn amt es sfoara Taaza de culoare în modul dss- 
s eris persra prada os aratu 


l Yarawi n arat: Za i mei i pai e, Și cantitatea lT-catostero- 
cisilen Xs mima Jin 24 coe variază. le tegi între 5,6 şi 25,4 
(ORW/24 meta la famei între 6,4 gi 18, „92 z4,/24 oro. 


Variatii fixicpatologiea. Xivelul axcoretiai apetit ios 
lee în upiră variază cu rizsta pg Llor, fiind sub valorile 
nurmale la pupil. 

In bsai4s Tui Addison. excraţia lT-eetosteroizílor estn pro- 
memțmt 83: sanata, Cantitatea lT-cetostaroizilor scade în nipoti- 
rev pini ete. 

te Aa d sot popirae maie Lor sa caracterizează prin creg-. 
terea sonjinutului Vii a teroizilér fa urină, 
| 
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